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Untersuchungen tiber die Lipasen im Tierorganismus. 
I. Mitteilung. 
Von 
Artturi I. Virtanen und Paavo Suomalainen. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Stiftung fiir chemische Forschung, Helsingfors.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mai 1933.) 


In der vorliegenden Arbeit werden wir iiber die Ergebnisse 
der Untersuchungen berichten, die wir betreffend den Lipasegehalt 
verschiedener Organe eines Tierorganismus, die gegenseitige Iden- 
titit dieser Lipasen sowie die Méglichkeiten, den Lipasegehalt 
des Tierkérpers durch Injektion gereinigter Lipasen in das lebende 
Tier zu erhéhen, ausgefiihrt haben. Die niichste Veréffentlichung 
in dieser Reihe wird die Schwankungen des Lipasegehaltes im 
Tierkérper wahrend der Tuberkulose behandeln. 


Der Lipasegehalt verschiedener Organe desselben Organismus. 


In der Literatur finden sich einige Mitteilungen iiber das 
fettspaltende Vermégen verschiedener Organe.') Die dort mit- 
geteilten relativen Zahlenwerte bedeuten jedoch an sich nicht 
viel, denn es ist nicht leicht, den Lipasegehalt der verschiedenen 
Organe einem Vergleich zu unterziehen, da sich diese Lipasen 
den niederen und hdéheren Estern sowie auch den Aktivatoren 
gegeniiber verschieden verhalten. Wenn die Tatigkeit der Lipase 
in jedem einzelnen Fall nach derselben Methode und unter An- 
wendung derselben Substrate bestimmt wird, liegt die Gefahr vor, 
daB die Lipasewirkung eines Organs unter diesen Verhiltnissen 
nicht zu voller Geltung kommen kann, wahrend diejenige eines 
andern Organs eine fast maximale Titigkeit entwickelt. Werden 
anderseits bei der Bestimmung des Lipasegehaltes in den ver- 
schiedenen Organen die in jedem Einzelfall am besten geeigneten 
Substrate und Aktivatoren zur Anwendung gebracht, so kénnen 
miteinander vergleichbare Werte schon aus dem Grunde unmiég- 
lich erzielt werden, weil eben die Substrate und die Verhiltnisse 


verschieden gewesen sind, 
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1) Vgl. Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente, S. 49: 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIX, 1 
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Als wir, im Hinblick auf die weiter unten zu beschreibenden Ziele, 
unsere Bestimmungen des Lipasegehaltes einiger der wichtigsten lipase- 
haltigen Organe ausfiihrten, geschah dies in jedem Einzelfall unter An- 
wendung derselben Methode und desselben Substrates. Wir betonen deshalb 
im voraus, da8 die von uns mitgeteilten Zahlenwerte keineswegs als ein wirk- 
liches MaB fiir die Lipasewirkung der verschiedenen Organe aufgefaBt werden 
diirfen. Ihre Bedeutung kommt ausschlieBlich in den von uns angewandten 
Versuchsverhiltnissen zur Geltung. Da der gréBte Teil der im Tierkérper 
enthaltenen Lipasemenge auf die Leber entfillt, und da auch das Pankreas 
ein wichtiges lipasehaltiges Organ ist, wahlten wir zu unseren Bestimmungen 
ein Substrat, das sich sowohl fiir die Leberlipase als auch fiir die Pankreas- 
lipase vorziiglich eignete. Ein solches Substrat ist das Tributyrin. Nach 
Willstitter') greift die Leberlipase Neutralfette sehr schlecht, niedere 
Ester dagegen gut an, und nach Rona’) wirkt die Pankreaslipase ver- 
schiedener Tiere gleichmiBig auf Fette und Tributyrin. Unsere mit der 
Leberlipase und der Pankreaslipase vom Meerschweinchen unter Anwendung 
von Tributyrin und Olivenél als Substrate ausgefiihrten Bestimmungen er- 
gaben mit den obigen tibereinstimmende Resultate. Auch durch Lungen- 
und Nierenextrakt wurde das erwihnte Substrat gut gespalten. Irgend- 
welche Aktivatoren kamen aus den bereits angegebenen Griinden bei unseren 
Bestimmungen nicht zur Anwendung. 

Die Lipasewirkung wurde bei méglichst konstanter Aciditit, py, etwa 
8,2—8,4, in der Weise bestimmt, da die entstandene Buttersiure mittels 
0,1 n-NaOH unter Anwendung von Phenolphthalein als Indikator titriert 
wurde. Die Temperatur hat stets 30° betragen. Die Lipase wurde der 
Wasseremulsion des Tributyrins in Form eines Glycerinextraktes zugesetzt. 
Die dazu gebrauchte Glycerinmenge, 0,3—2,0 ccm auf 100 cem Wasser, ist 
so gering, daB sie bei den Bestimmungen keine Rolle spielen kann. 

Da die Tributyrinspaltung unter den von uns gewiihlten Versuchs- 
verhiltnissen bei lingerer Reaktionsdauer, offenbar infolge einer Inaktivierung 
der Lipase in der Wasserlésung, betrichtlich abnahm, — besonders merkbar 
war diese Verlangsamung bei Bestimmung von Lungen- und Nierenlipasen — 
haben wir bei unseren Bestimmungen nur die wihrend der ersten 5 Minuten 
erfolgte Spaltung des Tributyrins beriicksichtigt. Als Einheit fiir die lipo- 
lytische Wirksamkeit wihlten wir die wihrend dieser ersten 5 Minuten 
verbrauchte Menge 0,1 n-NaOH, ausgedriickt in 0,01 ccm. Sie wird als 
titrimetrische Lipase-Einheit (T.L.E.) bezeichnet. Eine eingehende Be- 
schreibung unserer Bestimmungsmethodik folgt weiter unten. 

Als Versuchstiere dienten uns anfangs Meerschweinchen, spiter Kanin- 
chen. Das ganze Jahr hindurch wurde die gleiche Fiitterung eingehalten. 
Die Lipase wurde in der Leber, dem Pankreas, den Lungen, den Nieren 
und in einigen Fallen in der Milz bestimmt. Die den Tieren nach der Ent- 
blutung entnommenen Organe wurden mii Quarzsand im Mérser gerieben und 
darauf in die 10 fache Menge 87°/, igen Glycerins eingelegt. Nach unseren 
Feststellungen wird der gré8te Teil der Lipasen schon innerhalb 4 Stunden 
durch das Glycerin extrahiert, der Sicherheit halber wurden jedoch die 
zerstampften Organe 24 Stunden lang in Glycerin stehen gelassen. Der so 





1) Vgl. Oppenheimer-Kuhn, Lehrbuch der Enzyme, S. 215 (1927). 
*) Rona, Praktikum d. phys. Chem. I, 8. 89 (1926). 
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Untersuchungen iiber die Lipasen im Tierorganismus. 8 


gewonnene Glycerinextrakt wurde, nachdem die festen Bestandteile durch 
Zentrifugieren daraus entfernt worden waren, zur Lipasebestimmung ver- 
wendet. 


Unsere Versuche zeigten, da8 der Lipasegehalt bei ver- 
schiedenen Individuen auch bei gleichzeitiger Bestimmung be- 
deutend variiert. Bei Verwendung einer grofen Anzahl Versuchs- 
tiere treten jedoch Grenzwerte hervor, innerhalb welcher der 
Lipasegehalt schwankt. Auf Grund des Untersuchungsmaterials 
war es evident, daB nur bedeutende Erhéhungen oder Verminde- 
rungen des Lipasegehaltes konstatiert werden kiénnen, und zwar 
auch nur in dem Falle, daB die Bestimmungen eine grofe Anzahl 
Versuchstiere umfassen. Dagegen ist die Feststellung kleinerer Ver- 
iinderungen selbst an Hand eines reichlichen Materials unméglich. 

Die ausgefiihrten Bestimmungen zeigen, daB mit dem Wechsel 
der Jahreszeiten betrichtliche Schwankungen im Lipasegehalt der 
Tiere verbunden sind. Bei den im November-Dezember getéteten 
Tieren betrug der Lipasegehalt nur 1/, desjenigen der im Mai- 
Juni getéteten Tiere, obgleich die Fiitterung unveraindert dieselbe 
war und auch die Temperatur des Tierstalles sich annihernd 
konstant auf derselben Hohe hielt. Finer von uns (S.) wird 
spiter Niheres iiber diese Schwankungen des Lipasegehaltes be- 
richten. — Die jahreszeitlichen Veranderungen der Lipasemenge 
machten es notwendig, fiir jede Versuchsreihe eine Gruppe Kon- 
trolltiere bereitzuhalten, auf deren Lipasewerte dann die in den 
eigentlichen Versuchen erhaltenen Werte bezogen werden konnten. 

Damit man sich einen Begriff davon bilden kann, wie groBe 
Unterschiede die Lipasewirkung bei verschiedenen Individuen in 
derselben Jahreszeit aufzuweisen vermag, stellen wir in der nach- 
stehenden Tabelle die Werte einiger unserer Bestimmungen an 
Meerschweinchen und Kaninchen dar. 


Aus den Tab. 1 und 2 geht hervor: 

1. daB der Lipasegehalt der Leber bei unserer Bestimmungs- 
methode in bezug auf denjenigen der anderen Organe in einer 
eigenen GréBenklasse steht, 

2. daB die Lipasewirkung der Leber, berechnet fiir 1 g sowohl 
des frischen als auch des getrockneten Organs, bedeutend héher 
ist als diejenige der anderen untersuchten Organe. Auf die 
Leber folgen hinsichtlich der GréBe ihrer Lipasewirkung das 
Pankreas, dann die Lungen und die Nieren, 

3. daB die Lipasewirkung der entsprechenden Organe bei 


beiden Geschlechtern ungefihr die gleiche ist. 
1* 











Artturil. Virtanen und Paayo Suomalainen, 


Tabelle 1. 


Der Lipasegehalt verschiedener Organe von Meerschweinchen 
im Mai-Juni 1931. 





























Lipaseeinheiten (T.L.E.) 
auf 1g des 
; auf 1g | 
is im gesamten Organ des frischen Organs | oe 
Schwan- | Dureh- | Schwan- pares | Durch- 
kungen | schnitts- | kungen schnitts- | schnittswert 
| wert wert | 
a) Gesamtwerte von 14 Weibchen. 
Leber ... |26250—73750! 42857 1445—3479 2262 8314 
Lungen.. 315— 1240 645 80— 295 186 | 895 
Pankreas.| 405— 2760 1126 368—1255 743 2089 
Nieren... 173— 850, 351 111— 447 228 1003 
b) Gesamtwerte von 7 Minnchen. 
Leber ... |28750—61250| 41429 1513—3603 2360 8678 
Lungen.. 180— 3100; 1216 58— 633 311 1496 
Pankreas. 390— 1365 1003 263—1215 795 2258 
Nieren... 173— 1290 532 115— 645 336 1479 


Tabelle 2. 


Der Lipasegehalt verschiedener Organe von Kaninchen im November 1931. 


Gesamtwerte von 8 Tieren (3 Weibchen, 5 Minnchen). 








Lipaseeinhe iten (T.L.E.) 





im gesamten Organ 











auf 1g des frischen Organs 
Organ ee . 
Durchschnitts- , Durchschnitts- 
Schwank , 7 ~ Schwankun ' 
chwankungen nie Se ingen wane 
Leber... . |15000—38000 25425 159—612 378 
Lungen . 270— 495 418 31— 57 50 
Nieren 300— 560 433 50— 84 63 





Versuche zur Erhdhung des Lipasegehaltes des Tieres 
durch Injektion gereinigter Lipasen. 


Nachdem unsere Versuche erwiesen hatten, daB der gleich- 


zeitig bestimmte Lipasegehalt bei Tieren, die dauernd auf dem- 
selben Futter gehalten waren, innerhalb weiter Grenzen, aber 
immerhin begrenzt variierte, eréffnete sich uns die Méglichkeit, 
die Frage zu untersuchen, ob der Lipasegehalt eines Tieres kiinst- 
lich, durch die Injektion gereinigter Lipasen anderer Tierarten 
erhéht werden kann. 
suchsmaterials lag es auf der Hand, da8 nur die Injektion sehr 


Schon auf Grund des obenerwihnten Ver- 




















































Untersuchungen iiber die Lipasen im Tierorganismus. 5 


groBer Lipasequantititen irgendwelche Ergebnisse zeitigen kénnte. 
Deshalb waren wir schon von Anfang an bestrebt, die Injektion 
einer Lipasemenge, die mindestens derjenigen der Leber, des Pankreas, 
der Lungen und der Nieren zusammen entsprach, innerhalb eines 
kurzen Zeitraumes zu erméglichen. Wihrend unserer Arbeiten 
erschien die Abhandlung von Balé und Bach’), in welcher die 
Autoren iiber die von ihnen an Kaninchen vorgenommenen Injek- 
tionen kleiner Mengen gereinigter Schweinepankreaslipase berichten. 
Sie stellten fest, daB der Lipasegehalt des Blutserums betricht- 
lich erhéht wurde, um aber eine Viertel- oder eine halbe Stunde 
nach der Injektion wieder schroff zu sinken und nach etwa einer 
Stunde seinen normalen Wert zuerreichen. Balé und Bach schreiben 
diesen Umstand einer im Blute entstehenden Antilipase zu, durch 
welche die injizierte Lipase angeblich zerstért wird. 


Bei unseren Untersuchungen richteten wir unser Hauptaugen- 
merk auf den Lipasegehalt der Leber und des Pankreas, da er 
ja gerade in diesen Organen am gréften ist. Wenn in einen 
Tierkérper fremde Lipasen eingefiihrt werden und sich dort an- 
sammeln, ist eine Erhéhung des Lipasegehaltes in verschiedenen 
Organen zu erwarten. Die diesbeziiglichen Veriinderungen im 
Blut bedeuten nicht viel, da die Lipasewirkung des Blutes im 
Vergleich zu derjenigen der friiher erwihnten Organe ganz un- 
bedeutend ist. 


Die zu den Injektionen benutzte Lipaselésung war nach Willstitter 
aus Schweinepankreas hergestellt worden. Die Reinigung beschriinkte sich 
auf eine einmalige Sorption an Aluminiumhydroxyd. Um das Injizieren zu 
erleichtern, wurde eine ammoniakalische Ammoniumphosphatlésung ohne 
Glycerin als Elutionslésung verwendet. Die Reinigung wurde deshalb auf 
die einfache Sorption an Aluminiumhydroxyd beschriinkt, weil bei einer 
wiederholten Sorption sehr groBe Enzymverluste entstanden. Besonders 
die Reinigung iiber Kaolin war mit auBerordentlich hohen Verlusten ver- 
bunden und die erhaltene Enzymlésung enthielt nur sehr geringe Mengen 
Enzym im Kubikzentimeter. 

Ein méglichst hoher Enzymgehalt der Injektionslésung war fiir unsere 
Versuche sehr wichtig. Die Injektion groSer Fliissigkeitsmengen in das 
Versuchstier ist nimlich entweder unmdglich oder verursacht schon an und 
fiir sich Stérungen, welche die Ausfiihrung der Versuche erschweren. Nach 
der ersten Aluminiumhydroxydsorption enthielt die Elutionslésung besten- 
falls 1400 unserer Lipaseeinheiten im Kubikzentimeter. Um dem Kanin- 
chen die gewiinschte Anzahl von z. B. 50000 unserer Lipaseeinheiten zu- 
fiihren zu kénnen, muBten folglich 35 cem der Lésung injiziert werden. 





1) Z. exper. Med. 75, 583 (1931). 








6 Artturi I. Virtanen und Paavo Suomalainen, 


Zwar konnte diese Injektion in Dosen von je 10 ccm ausgefihrt werden, 
aber eine einmalige Injektion der ganzen Enzymmenge hatte die Versuche 
wesentlich erleichtert. 

Deshalb wurde auf mannigfache Weise versucht, die Enzymlésung 
zu konzentrieren: durch Verdampfen entweder bei Atmosphirendruck oder 
im Vakuum, durch Filtrieren mit einem Ultrafilter, das die Lipase zuriick- 
hielt, und schlieBlich durch Sorption an Olivenél. Alle Versuche in dieser 
Hinsicht schlugen indessen fehl. 

Die ersten zahlreichen Injektionsversuche wurden an Meer- 
schweinchen vorgenommen. In Anbetracht der Kleinheit der 
Tiere und des groBen Injektionsvolumens konnte die Injektion 
nicht intravenés erfolgen, sondern man war gezwungen, sich der 
subkutanen Injektion zu bedienen, obwohl diese Art der Injektion 
in vieler Hinsicht unzuverlissig ist. Insbesondere waren keinerlei 
Garantien dafiir vorhanden, daB die Lipase in das Blut aufgesaugt 
wiirde, ohne vorher im subkutanen Gewebe inaktiviert worden zu sein. 

Im allgemeinen vertrugen die Meerschweinchen die Injektion 
verhiltnismiBig gut, wurden doch dem Versuchstier in einem ex- 
tremen Fall binnen 5 Stunden 55 ccm Lipaselésung injiziert. 
Die Haut schwoll wohl auf der Injektionsstelle an, die subkutanen 
Gewebe wurden wiBrig und es trat Haarausfall ein; doch nur in 
seltenen Fallen starben die Tiere schon wihrend der Injektion 
oder kurz darauf. 2—24 Stunden nach der letzten Injektion 
wurden die Tiere getitet. 












































































Tabelle 3. 

© a oh :oam] & i hae ™ 
. 3 a] aa os = 3 F 5 a Sa Lipasegehalt (T.L.E.) Bans 
ZIOSl/sAlEsE ESS] RA ler eid: s233 
2 logy Sl oR ISBN Seg] & | SH | des frischen Organs| #5 -: 
S/SS/ 2 sltsleeul so] 3s ) ak 
elf)? a |2s8alfas|2/25 er BEE 
o 14 BolBeeg/22s| se] 3 tw | © | 4 @ ME o 
PISsleslecslese/ else] 8) 2 £15 1 sF8 
a7 /2eleskiers/Sist13\2\/8/2 |28P 

Nr.| cem 1 Stdn. | Stdn. | g |“ 7 | | ai 
1 |17x 5] 46850] 69 2,5 |28,5}22500] 790) 714 |1333/1146] 30250 
2 14x10]52500] 31 14 25,9/30000 }1158| 153 | 106) 261] 31670 
3 13x10]39800] 41 48 19,3] 6750 350 | 512 | 231) 9} 7265 
4 |4x10/46800] 176 4 22,7]13750} 606) — | 345, 120] 14370 
5 |4x10}44200] 31 20 19,7}18750] 952; 64/ 115) —] 19165 
6 |4x10]38100] 42 2,5 }25,9]12500] 483 — | 56 121] 12775 
7 [3x18]42100] 5 | 2,0 [26,7] 9500] 356; — | 300 —] 10160 
Im Mittel 44336] 16250] 671! 206 | 355| 237] 17971 
Injektion m. Elutionslésung ohne Lipase | 16500} 917 110} 263) 271] 17445 
Normaltiere . » se © « « « 0 f18500] 602} 29| 151| 58] 18893 





Tabelle 4. 
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Artturil. Virtanen und Paavo Suomalainen, 


Die Ergebnisse der im November 1931 ausgefiihrten Versuche 
gehen aus der Tab. 3 hervor. Gleichzeitig wurde der Lipasegehalt 
von Meerschweinchen bestimmt, die keine Injektion erhalten hatten, 
sowie von solchen, bei denen Injektionen mit einer Elutionslisung 
ohne Lipase vorgenommen worden waren. 


In Anbetracht der groBen Schwankungen im Lipasegehalt 
der verschiedenen Organe bei den verschiedenen Versuchstieren 
ist festzustellen, daB die subkutane Injektion groBer Lipase- 
mengen auf den Lipasegehalt jedenfalls nicht deutlich 
eingewirkt hatte. 


Bei Kaninchen konnte die Injektion intravenés, und zwar 
in Dosen von je 10 ccm in die Ohrenvene vorgenommen werden. 

Die Versuchstiere vertrugen die Lipaseinjektionen vorziiglich, 
ohne sichtbare Stérungen. Einige Minuten nach der Injektion 
war freilich eine gewisse Mattigkeit an den Tieren wahrzunehmen, 
die vermutlich auf der GréBe des Injektionsvolumens beruhte, 
aber sonst war nichts Besonderes zu bemerken; der Appetit und 
das sonstige Benehmen waren wie gewdhnlich. 

Die Ergebnisse gehen aus der Tab. 4 hervor. Sie umfabt 
auch Lipasebestimmungen an Tieren, denen 4 x 10 ccm einer Lipase- 
lésung injiziert wurden, in welcher die Lipase durch 1 stiindige 
Erhitzung auf 53° vollkommen zerstért worden war. 

Eine Ubersicht iiber den Lipasegehalt der Kaninchen gibt 
die Tab. 5. 

Tabelle 5. 




















Totaler Lipasegehalt | Lipasegehalt pro 1 g 
der Leber der frischen Leber 
T.L.E. T.L.E. 
Normaltiere. ...... 25 425 378 
Injektion mit inaktiver Li- 
paseldsumg ...... 29867 344 
Injektion mit aktiver Li- 
paselésung ...... 59429 810 


Auch wenn man die Schwankungen im Lipasegehalt der ver- 
schiedenen Individuen beriicksichtigt, zeigen die Ergebnisse un- 
zweideutig, daf die injizierte Lipase sich annihernd quan- 
titativ im Tier angesammelt hat. Der gréBte Teil der 
injizierten Schweinepankreaslipase ist in der Leber 
des Kaninchens zu finden. Bei den Kontrollversuchstieren, 
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an denen keine Injektion vorgenommen worden war, hat der Lipase- 
gehalt bei 8 untersuchten Individuen innerhalb der Grenzwerte 
15000—38000 T.L.E. variiert, also durchschnittlich 25425 T.L.E. 
betragen. Die entsprechenden Werte bei Kontrollversuchstieren 
nach Injektion inaktivierter Lipaselésung waren 13600—40000, im 
Mittel 29867 T.L.E. Bei Versuchstieren, denen Lipasemengen 
zwischen 22600 und 48800 T.L.E. injiziert worden waren, schwankte 
der totale Lipasegehalt der Leber zwischen 43000 und 106 400T.L.E., 
mit dem Durchschnittswert 59429 T.L.E. Demnach ist es also 
gelungen, den Lipasegehalt der Leber auf das Doppelte zu er- 
hohen. 

Unsere Versuche zeigen unwiderleglich, daB die einem Ka- 
ninchen intrayenés injizierte Pankreaslipase vom Schwein durch- 
aus nicht durch eine im Blut entstandene Antilipase zerstért wird, 
sondern sich in denjenigen Organen ansammelt, wo Lipasen vor- 
zugsweise zu finden sind, vor allem also in der Leber. Wie lange 
der kiinstlich hervorgerufene hohe Lipasegehalt unverindert bleibt, 
ist noch nicht klargelegt worden. Ejinige vorliufige Versuche lassen 
darauf schlieBen, daB die Lipasemenge 4—5 Tage nach der letzten 
Injektion wieder auf ihre normale Héhe herabgesunken ist. 


Die Natur der in der Leber aufgespeicherten Pankreaslipase. 


Die Frage, ob die in den verschiedenen Organen vorkom- 
menden Lipasen (— wie auch viele andere Enzyme —) als identisch 
angesehen werden diirfen oder nicht, ist bisher ungelést. Es ist 
unleugbar, da8 aus verschiedenen Organen isolierte, méglichst 
weitgehend gereinigte Lipasepriparate in vieler Hinsicht vonein- 
ander abweichen, wie besonders Willstitter und seine Schule 
sowie Rona und seine Mitarbeiter gezeigt haben. Willstitter 
fiihrt die beobachteten Unterschiede auf Begleitstoffe zuriick, nach 
Rona wiederum sollen sie chemischer Natur sein. 

Nach unserer Feststellung, daB der Lipasegehalt in der Leber 
eines Kaninchens durch die intravenése Injektion von Schweine- 
pankreaslipase stark erhéht wird, eréffnete sich unseres Erachtens 
die Méglichkeit, die Frage der Identitaét zwischen der Leber- und 
der Pankreaslipase zu lésen. Falls nimlich der molekulare Auf- 
bau der Pankreaslipase von demjenigen der Leberlipase abweicht, 
so ist es wahrscheinlich, daB die Pankreaslipase, wenn sie sich 
in groBer Menge in der Leber ansammelt, diese ihre Verschieden- 
heit beibehailt. Wenn dagegen die Unterschiede von Begleitstoffen 
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herriihren, so ist eine ,Umwandlung“ der Pankreaslipase in 
eine mit der Leberlipase vollig iibereinstimmende Lipase zu 
erwarten. 


Die Leber- und die Pankreaslipase weichen u. a. in folgender 
Hinsicht voneinander ab: 


1. Die Leberlipase wirkt nicht auf Olivenél ein, die Pan- 
kreaslipase dagegen kriftig. 


2. Die Leberlipase wird durch Atoxy] véllig inaktiviert, durch 
Chinin aber gar nicht beeinfluBt. 


3. Die Tatigkeit der Pankreaslipase wird durch Atoxyl nicht 
gehemmt. 


Unsere Versuche mit der zu den Injektionen verwendeten 
Pankreaslipaselésung vom Schwein zeigten in Ubereinstimmung 
mit den Beobachtungen von Rona’), da das Atoxyl keine 
Wirkung auf die Aktivitaét der Lipase hat. (Die angewandten 
Mengen: 10mg Atoxyl pro 102ccm Lipaselésung.) Die Wirkung 
der Leberlipase vom Kaninchen dagegen hérte bei Einwirkung 
der erwihnten Atoxylquantitit vollstandig auf. 

Als wir nun die Eigenschaften der Leberlipase derjenigen 
Kaninchen untersuchten, bei denen der Lipasegehalt durch In- 
jektion von Schweinepankreaslipase auf etwa das Doppelte ge- 
steigert worden war, konnten wir feststellen, daB die Lipase- 
wirkung der Leber dessen ungeachtet nach wie vor durch 
das Atoxyl vollkommen gehemmt wurde, und daB der 
Leberextrakt nicht imstande war, Olivenél zu spalten. 
Die Leber enthielt also keine Pankreaslipase. 

Dies Ergebnis spricht nach unserer Meinung deutlich fiir 
die Auffassung, daB die Pankreas- und die Leberlipase mitein- 
ander identisch sind, und daB ihre gegenseitigen Unterschiede 
von Begleitstoffen herriihren. Natiirlich kinnte man auch an- 
nehmen, daf beim Ansammeln der injizierten Pankreaslipase in 
der Leber eine Verinderung in ihrem molekularen Aufbau ein- 
tritt, aber diese Erklarung mutet sehr gesucht an. 


Experimenteller Teil. 


Das Tiermaterial und die Fitterung. Das Gewicht der als 
Versuchstiere benutzten Meerschweinchen betrug 350—600 g, das der Ka- 
ninchen 900—1500 g. Alle Tiere erhielten das ganze Jahr hindurch dasselbe 





1) P. Rona u. R. Pavlovié, Biochem. Z. 134, 108 (1923). 
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Futter: Heu, Hafer und Kohlriiben. Die Temperatur des Stalles schwankte 
zwischen 16—22° C. 

Die Herstellung des Lipasepriparates aus den Organen. 
Die Versuchstiere wurden in der Weise getétet, daB sie zuerst durch einen 
Schlag auf den Hinterkopf betéubt wurden, wonach die Arteria carotis und 
die Vena jugularis mit einem scharfen Messer durchgeschnitten wurden. 
Hierdurch gelang es, den gréBten Teil des Blutes aus dem Tiere zu ent- 
fernen. Jedes Versuchstier wurde gewogen. Dann wurde das Tier ge- 
éffnet und Lungen, Leber, Pankreas, die linke Niere und manchmal auch 
die Milz herausgenommen und mit 0,1 g Genauigkeit gewogen. Danach 
wurden die Organe mit der Schere in kleine Stiicke zerschnitten und im 
Porzellanmérser mit Quarzsand modglichst griindlich zu Brei zerstampft. Die 
so entstandene Masse wurde sogleich in 87°/,iges Glycerin eingelegt, und 
zwar die aus Leber hergestellte in das 6fache, die aus den tibrigen Or- 
ganen hergestellte Masse in das 10 fache ihres Volumens. 


Im Glycerin lieB man die Masse 24 Stunden bei 30° C stehen, wonach 
die festen Bestandteile durch Zentrifugieren entfernt wurden. Schon nach 
4 Stunden war der gréBte Teil der Lipase in die Lésung iibergetreten; die 
spiiter extrahierte Menge war nur noch gering. Da die Extrahierungsdauer 
in allen Versuchen dieselbe war, kann man annehmen, daf die Lipase des 
betreffenden Organs in jedem Fall prozentualiter annihernd in demselben 
Verhiltnis in das Glycerin iibergetreten ist, so dab die ermittelten Werte 
untereinander vergleichbar sind. 


Die quantitative Bestimmung der Lipase. Als Substrat wurden zu 
jeder Bestimmung 0,25 ccm Tributyrin in 100 cem Wasser angewandt. Die 
aus dieser Tributyrinmenge freigemachte maximale Buttersiurequantitiit 
entspricht 25,46 cem 0,1 n-NaOH,. Irgendwelche Aktivatoren kamen in den 
Versuchen nicht zur Anwendung. Als Lipasepriiparat dienten, je nach der 
Aktivitit des Extraktes, 0,3—2,0 ccm der obenerwihnten Glycerinextrakte. 
Die Aciditit der Reaktionslésung wihrend der Bestimmungen betrug py 8,2 
bis 8,4. Als Indikator dienten 5—6 Tropfen 1°/,iger Phenolphthaleinlésung. 
Das Titrieren erfolgte mittels 0,1 n-NaOH, das aus einer Mikrobiirette mit 
0,01 cem Genauigkeit eingelassen wurde. Die Temperatur betrug stets 
30°C. Der Versuch wurde in der Weise begonnen, daB das Reaktions- 
gemisch, das schon vor dem Zusatz des Lipasepriiparates auf 30°C er- 
wiirmt worden war, bis zu schwacher Rotfirbung titriert wurde. Beim 
Schiitteln verschwand die rote Farbe, wonach wieder Alkali bis zur Rot- 
fiirbung zugesetzt wurde. Unmittelbar darauf begann die eigentliche Ti- 
tration, indem jedesmal Alkali zugesetzt wurde, wenn die (rote) Farbe ver- 
schwand. Nebenbei wurde ein leerer Parallelversuch ohne Tributyrin aus- 
gefiihrt, um den Eigenverbrauch des Lipaseextraktes an Alkali zu _ be- 
stimmen. Letzterer war ganz unbedeutend und ist vom Alkaliverbrauch 
des eigentlichen Versuches abgezogen worden. 


Bei Verfolgung der Tributyrinspaltung mittels Titration wurde die 
Beobachtung gemacht, daB die Spaltungsgeschwindigkeit bei wachsender 
Reaktionsdauer schnell abnimmt. Dies geht aus der in Tab. 6 dargestellten 
Versuchsreihe hervor, in welcher die Spaltung 45 Minuten lang verfolgt 
wurde. Die verbrauchte Menge 0,1 n-NaOH, ausgedriickt in 0,01 ccm, ist 
fiir eine Teilzeit von je 15 Minuten angegeben. 
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Tabelle 6. 
ee I II Ill 
15 Min. 15 Min. 15 Min. 

Leber 26. 5. 31 206 172 149 
27. 5. $1 183 155 122 

29. 5. 31 171 136 119 

4. 6. 31 214 188 161 

Lungen ... 26. 5. 31 39 3 0 
27. 5. 81 32 0 

29. 5. 31 21 2 0 

Pankreas 26. 5. 31 119 106 90 
27. 5. $1 113 103 95 

39. 5. 81 64 63 69 

Niere..... 26. 5. 31 90 13 — 
27. 5. 31 60 38 — 

39. 5. 81 57 37 — 














Wie aus der Tabelle erhellt, ist die Inaktivierung bei der Lungen- 
und der Nierenlipase am gréBten, bei der Leber- und Pankreaslipase 
weniger bedeutend. 


Die Lipaseeinheit. Die rasche Inaktivierung der Lipase in der 
Reaktionslésung veranlaBte uns, nur die Tributyrinspaltung der ersten 
5 Minuten zu beriicksichtigen. AuBerdem wurde dadurch die Behandlung 
eines groBen Tiermaterials in giinstiger Weise erleichtert. Als Einheit fiir 
die Lipasewirkung wihlten wir die in den ersten 5 Minuten verbrauchte 
Menge 0,1 n-NaOH, ausgedriickt in 0,01 ccm (titrimetrische Lipase-Einheit, 
T.L.E.). 


Ein Vergleich zwischen dieser unserer Lipaseeinheit und der von 
Willstiatter gebrauchten kann nicht angestellt werden, da die Substrate 
und die Bestimmungsmethoden verschieden sind. Indessen haben wir einen 
Versuch ausgefiihrt, in welchem die Tributyrinspaltung nach unserer Me- 
thode und die Olivendlspaltung nach Willstitters Methode (mit CaCl, 
und Eieralbumin als Aktivatoren) mit demselben Glycerinextrakt vom 
Schweinepankreas bestimmt wurde. Dabei stellten wir fest, daB 0,3 cem 
Glycerinextrakt 255 unserer Lipaseeinheiten und 0,4 Willstittersche 
Lipaseeinheiten enthielten. 


Das Verhalten der verschiedenen Organe gegeniiber ver- 
schiedenen Substraten. Zwecks Klirung dieser Frage wurden mit 
den Glycerinextrakten einige Parallelversuche angeordnet, wobei in der 
einen Gruppe Tributyrin und in der andern Gruppe Olivenél als Substrat 
diente. Von dem Olivenél wurde 1 ccm auf 100 cem Wasser genommen, 
sonst war das Verfahren in beiden Gruppen dasselbe. Die Zahlen in der 
Tab. 7 beziehen sich auf unsere Lipaseeinheiten. 
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Tabelle 7. 








Substrat: Tributyrin Substrat: Olivendl 








Leber ..... 109 0 
Lungen dé 46 
Pankreas ... 114 42 
Nieren..... 41 51 








Von den Extrakten kamen bei den bzgl. Versuchen folgende Mengen 
zur Anwendung: Leberextrakt 0,3 cem, Lungenextrakt 2 ccm, Pankreas- 
extrakt 1 cem und Nierenextrakt 2 ccm. 

Das Trockengewicht der verschiedenen Organe. Um zu er- 
fahren, inwieweit das Trockengewicht der verschiedenen Organe bei ver- 
schiedenen Tieren variiert und ob dessen Bestimmung in allen Fiillen not- 
wendig ist, wurde das Trockengewicht von Leber, Lungen, Pankreas und 
Niere bei einigen Tieren festgestellt. Die Ergebnisse erhellen aus der 


Tab. 8. 
Tabelle 8. 


Der Gehalt der verschiedenen Organe des Meerschweinchens 
an Trockensubstanz. 








Pankreas Niere 



































Leber Lungen 

| ' ' ! ae ing i eh ey 

2S ie? 43 as 3 a § Ls as 
se | 38/38/88 | 38 | 82 | 38 | gs 
Pe) Sel ne | se tek i saline 3 2 
Re) ee (eG EF /RR | as |e) ee 
e, we) 8 | & FF | g "lo 

— —— rn a = — j 

17,080 | 26,46 | 3,020 21,19 1,300 | 35,39 2,035 | 23,10 
29,100 | 27,04 | 4,392 20,26 1,635 | 36,70 1,342 | 21,61 
25,000 | 27,96 | 3,927 20,88 1,030 | 34,95 1,580 | 23,42 
18,380 | 27,42 —_ | — 1,550 | 33,55 — | = 
Im Mittel| 27,22 | — | 20,78 — | 8515 |- — | 22,71 


Wie aus den Zahlen hervorgeht, ist der Gehalt an Trockensubstanz bei 
den verschiedenen Tieren dermaBen gleichartig, daB es sich kaum lohnt, den- 
selben bei jedem Versuch einzeln zu bestimmen; vielmehr kann die Trocken- 
menge jedesmal auf Grund dieser Durchschnittswerte berechnet werden. 

Der Lipasegehalt der Tiere. Unter Anwendung der oben be- 
schriebenen Bestimmungsmethode wurde an 21 Meerschweinchen (14 Weib- 
chen und 7 Minnchen) der Lipasegehalt der Leber, des Pankreas, der 
Lungen und der Niere bestimmt. Die Tabb. 9, 10, 11 und 12 zeigen die Er- 
gebnisse dieser Bestimmungen, die im Mai-Juni 1931 ausgefiihrt wurden. 

Eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse findet sich in der Tab. 1. 

Die im November-Dezember ausgefiihrten Bestimmungen ergaben ganz 
andere Resultate als die oben angefithrten vom Mai-Juni. Dies geht aus 
der Tab. 13 hervor. 
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Es 
Datum oe | 
der = Ep 
Titration z =) 
1931 S 
8 — 
Leber . 30.10. | 23,7 
15.11. | 32,0 
15.11. | 14,3 
1.12. | 19,2 
3.12. | 26,2 
> oa 21,; 
Lungen . 30, 10. 3.6 
13:44. 4,2 
15.33. 2,5 
1.13. 3,9 
8. 12. 4,7 
3. 13. 3,9 
Pankreas 30. 10. 1,4 
fo: 14. 1.5 
15.11. 1,3 
1, ee. 1,4 
8. 13. 1,3 
3.12. | 0,8 
Niere . 30. 10. 1,8 
15. 11. 2,3 
15. 11 1,3 
1.12 1,4 
Is be 1,8 
3. 12 1,5 
Milz 15. 11. 0,8 
20; 44. 0.6 
Mittelwerte: 
Leber. 
Lungen 
Pankreas 
Niere . 
Milz 


Um Platz zu sparen, verzichten wir auf die Darstellung der ent- 
sprechenden, an Kaninchen vorgenommenen Bestimmungen und verweisen 
nur auf die Tab. 2, wo eine Zusammenfassung unserer Ergebnisse zu finden 
ist. Leider war die Bestimmung des Lipasegehaltes des Kaninchenpankreas 
nicht méglich, da letzteres sehr diffus entwickelt ist und infolgedessen kaum 
vojlstiindig herauspriipariert werden kann. 
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Die Injektion des Lipasepraparates bei Meerschweinchen und 
Kaninchen. Die Herstellung des Lipasepriparates. Als Ausgangs- 
material diente Schweinepankreas, das von der hiesigen Schlichterei be- 
zogen wurde. Die Isolierung und Reinigung der Lipase wurde nach der 
Methode von Willstitter und seinen Mitarbeitern ausgefiihrt. Die mit 
Aceton und Ather extrahierte, trockne Pankreasmasse wurde 24 Stunden 
lang mit der 10fachen Glycerinmenge extrahiert. Der Glycerinextrakt 
wurde dann durch Zentrifugieren von der Suspension getrennt. Die Lipase 
hilt sich darin monatelang aktiv. Dieser Extrakt bildete die Stammlésung 
unserer Versuche und wurde im Eisschrank aufbewahrt. Zwecks Reinigung 
und Befreiung der Lipase von anderen Enzymen wurde sie in einer mit 
Wasser verdiinnten Glycerinlésung an Al-Polyhydroxyd sorbiert. Wir be- 
schrinkten uns auf eine 1malige Sorption deshalb, weil die Lipaseverluste 
bei erneuter Sorption an das Al-Polyhydroxyd bedeutend und bei der darauf- 
folgenden Kaolinsorption auBerordentlich gro8 waren. Obwohl die erste 
Elutionslésung selbstverstiindlich Begleitstoffe in groBer Menge enthielt, 
sahen wir sie jedoch als tauglich fiir unsere Zwecke an. Indessen benutzten 
wir kein Glycerin in der Elutionslésung, sondern nur Ammoniak und Am- 
moniumphosphat. Auch in dieser Lésung hielt sich die Lipase eine Zeit- 
lang gut, wie aus der folgenden Bestimmung hervorgeht: 

100 cem Stammlésung wurden mit 500 cem Wasser verdiinnt, dann 
zentrifugiert. Zusatz von Essigsiure, Schiitteln mit Al-Polyhydroxyd, 
Waschen mit 20°/,igem Glycerin. Der Al-Hydroxydniederschlag wurde 
2mal mit 60 cem einer Lésung eluiert, die 57 cem 1°/,ige (NH,),HPO,-Lésung 
und 3 ccm 1n-NH, enthielt. Die so erhaltene Lisung, deren Lipasegehalt 
76800 T.L.E. betrug, wurde 21 Stunden lang im Eisschrank stehen gelassen. 
Nach dieser Zeit betrug ihr Lipasegehalt 74400 T.L.E. 

Fiir alle von uns ausgefiihrten Injektionen wurde das Lipasepriiparat 
auf dieselbe Weise hergestellt. Seine Lipasewirkung wurde vor jeder In- 
jektion bestimmt. 

Das Injizieren. Bei Meerschweinchen war man wegen der 
Kleinheit der Tiere und wegen des gro8en Fliissigkeitsvolumens gendtigt, 
sich der subcutanen Injektion zu bedienen. Im allgemeinen wurden auf 
einmal 10 ccm Lipaselésung unter die Bauchhaut des Tieres_injiziert. 
Manchmal betrug die auf einmal injizierte Menge 5 ccm, in einem Versuch 
sogar 18 cem. Der Zeitabstand zwischen den Injektionen variierte in den 
verschiedenen Versuchsserien betriichtlich. Die Extremfiille waren: 54 ccm 
Lipaselésung innerhalb 5 Stunden und 35 ccm innerhalb 4 Tagen. 

Im allgemeinen vertrugen die Versuchstiere die Injektionen verhiltnis- 
miBig gut. An der Injektionsstelle schwoll zwar die Haut fiir gewéhnlich 
etwas an. Es trat leicht Haarausfall ein, und die subcutanen Gewebe wurden 
,wiBerig“. Zuweilen bekamen die Tiere Krampfanfiille und der Hinterleib 
wurde gelihmt. Gelegentlich trat in der angeschwollenen Haut ein iibler 
Geruch auf. Abgesehen von wenigen Ausnahmen kamen die Versuchstiere 
doch immer mit dem Leben davon. 

Die injizierten sowie auch die in den untersuchten Organen vor- 
gefundenen Lipasemengen gehen aus der Tab. 3 hervor. Desgleichen sind 
die bei Kontrolltieren erhaltenen Ergebnisse in der Tab. 4 wiedergegeben. 

An Kaninchen konnte die Injektion intravenés yorgenommen werden 


und geschah in Dosen von je 10 ccm in die Ohrvene des Tieres. Wie 
O* 
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schon friiher erwihnt, vertrugen die Kaninchen die innerhalb weniger 
Stunden wiederholten Injektionen vorziiglich. Die Anzahl der Injektionen, 
die injizierte Lipasemenge und die in den verschiedenen Organen vor- 
gefundenen Lipasemengen gehen bereits aus der Tab. 4, der Lipasegehalt 
derjenigen Kontrolltiere, die Injektionen einer durch Erhitzung inaktivierten 
Lipaselésung erhalten hatten, aus der Tab. 5 hervor. 


Uber die Identitaét der Leber- und Pankreaslipase. — Die Atoxy]l. 
und Chininempfindlichkeit der Leber- und der Pankreaslipase und 
die Einwirkung der erwahnten Lipasen auf Tributyrin und Triolein. 
Versuch 1. Normalkaninchen. Gewicht der Leber 81,5 g. Hieraus 
wurde in iiblicher Weise der Glycerinextrakt bereitet. Die Lipasewirkung 
wurde wie oben titrimetrisch mit Tributyrin als Substrat bestimmt. Die 
Versuchslésung enthielt 100 cem Wasser, 0,25 ccm Tributyrin, 5—6 Tropfen 
1°/,ige Phenolphthaleinlésung. Die Tab. 14 zeigt die Einwirkung des Atoxyls 
und des Chininchlorhydrats. In allen Versuchen 1 ccm Leber-Glycerinextrakt. 

Das Atoxyl hat also die ‘Wirkung der Leberlipase des Kaninchens 
volistindig gehemmt, nicht aber das Chinin. 

Olivenél vermochte der Leber-Glycerinextrakt in einer Lésung, die 
0,25 oder 1,0 ccm Olivenél auf 100 cem Wasser enthielt, iiberhaupt nicht 
zu spalten. 

Vergleichshalber wurde ein éhnlicher Versuch mit einem aus Schweine- 
pankreas hergestellten’ Glycerinextrakt ausgefiihrt. Die Tab. 15 gibt die 
Ergebnisse wieder. 1ccm Pankreasextrakt in jedem Versuch. 

Das Atoxyl hat nicht im geringsten hemmend auf die Spaltung ein- 
gewirkt, das Chinin dagegen einigermaBen. 


Tabelle 14. 














Zusitze 
1 cem 4 ccm 1cem 1°/,ige | 4 cem 1°/,ige 
Wasser Wasser Atoxyllésung | Chininlésung 
Die in den 5) 
ersten Min. | 2 
verbrauchte } 0,16 0,17 0 0,16 
Menge 0,1 n- | 
NaOH. =} 





Tabelle 15. 








Zusiitze 








1 eem 5 ccm 1cem 1°/,ige 5cem 1°/,ige 
Wasser Wasser | Atoxyllésung Chininlésung 











Die in den 5) 
ersten Min. | | 
verbrauchte 1,45 1,53 | 1,47 0.91 
Menge 0,1 n- 
NaOH | 
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Olivené] wird durch den Pankreas-Glycerinextrakt stark hydroly- 
siert. Eine Extraktmenge von 0,5 cem verursachte in einer Wasserlésung, 
die 1,0 cem Olivenél auf 100 cem Wasser enthielt, binnen 5 Minuten eine 
Hydrolyse, bei welcher zum Neutralisieren der entstandenen Siure 0,97 ccm 
0,1 n-NaOH ndétig waren. 

Versuch 2, Dem Versuchskaninchen, einem Weibchen, 
wurden innerhalb 6'/,Stunden 33000T.L.E. in 30cem Lésunginjiziert. 

Gewicht der Leber 80,5 g, deren totaler Lipasegehalt 61600 T.L.E., auf 
1g Trockengewicht 765 T.L.E. Das Tier wurde 4'/, Stunden nach der letzten 
Injektion getédtet. Die Tributyrinspaltung durch den Leber-—Glycerinextrakt 
dieses Tieres geht aus der Tab. 16 hervor. 1 ccm Extrakt in jedem Versuch. 


Tabelle 16. 











Zusiitze 
1 ecm leem 1°/,ige lecm 1°/,ige 
Wasser Atoxyllésung Chininlésung 
Die in 5 Min. ver- 
brauchte Menge 0,1 n- 0,76 0 0,75 
NaOH 
Die in 10 Min. ver- 
brauchte Menge 0,1 n- 1,46 0 1,44 
NaOH 


Das Atoxyl hat also die Lipasewirkung der Leber vollstindig ge- 
hemmt, nicht dagegen das Chinin. 

Olivené] wurde unter unseren Versuchsverhiltnissen (1 ccm Olivenél 
auf 100 cem Wasser; Phenolphthalein als Indicator) durch den Leber- 
Glycerinextrakt nicht gespalten. 

Versuch 3. Das Versuchstier, ein Kaninchenweibchen, erhielt inner- 
halb 25 Stunden Injektionen von insgesamt 38900 T.L.E. in 40 cem Lésung. 

Gewicht der Leber 69,5g. Totaler Lipasegehalt 48800 T.L.E., 
702 T.L.E. auf 1g Frischgewicht. Das Tier wurde 6 Stunden nach der 
letzten Injektion getotet. 


Tabelle 17. 





























Zusiitze 
1 ccm 1ecem 1°/,ige 1 cem 1°/,ige 
Wasser Atoxyllésung Chininlésung 
Die in 5 Min. ver- 
brauchte Menge 0,1 n- 1,05 0 1,01 
NaOH 
Die in 10 Min. ver- 
brauchte Menge 0,1 n- 2,01 0 1,95 
NaOH | 


Das Ergebnis ist also das gleiche wie in dem obigen Versuch. 
Olivenél wurde auch durch diesen Leber-Glycerinextrakt nicht gespalten. 
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Uber den EinfluB reduzierender und oxydierender Behandlung 
auf die Funktion der Organkathepsine. 
Von 
Pietro Rondoni und Luisa Pozzi. 





(Aus dem Institut fiir experimentelle Pathologie der Kgl. Universitiét zu Mailand.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1933.) 


In einer vorangehenden Arbeit’) iiber die proteolytischen 
Funktionen der Geschwulstzellen hatte der eine von uns (P.R.) 
einige Feststellungen gemacht, die sich nur teilweise mit denen 
anderer Forscher deckten: So z. B. konnte die Proteolyse durch 
systein, d.h. eine Sulfhydrylverbindung, verstiirkt werden, auch 
wenn die Organproteine als Fermentsubstrat benutzt werden 
(autoproteolytische Versuchsanordnung). Nun war soleche Wirkung 
keineswegs fiir alle katheptischen Funktionen nachgewiesen. 
Kleinmann’) sagte vor kurzem, daf nur bei Anwendung eines 
einzigen HKiweifkorpers (Gelstine) als Substrat Sulfhydrylverbin- 
dungen, H,S usw., die Kathepsine von Tumor- und Normalorganen 
deutlich und wesentlich verstirken. 


Die Versuchsanordnung war folgende: Herstellung der Extrakte mit 
saurem Glycerin nach Walds chmidt- Leitz und Deutsch’), Verdiinnung 
derselben 1:20 mit destilliertem Wasser — dem die Essigsiiure-Acetatpuffer 
und die zu priifenden Stoffe zugesetzt worden waren — in der Weise, daB 
die endgiiltige Glycerinkonzentration 5°/, nicht iiberstieg; Verdauung bei 37°, 
dann Fillung der unverdauten Proteine mit Trichloressigsiure. Der Nieder- 
schlag wurde auf genau gewogene Filter gesammelt und gewogen. Weil 
hierbei die Proteinmengen so klein waren, hiitte die Proteolyse durch 
gasometrische und andere Methoden nicht gut bestimmt werden kénnen;: 
andererseits bietet die Wiigung des unverdauten Proteins stets einen groBen 
Vorteil, denn man kann gewisse Proteolysegrade bestimmen, bei denen die 
Proteinmolekiile in groBe Komplexen zerfallen, wiihrend die Menge der 
freien COOH- und NH,-Gruppen fiir die gasometrischen, acidimetrischen 
und alkalimetrischen Methoden manchmal beinahe unterschwellig bleiben 
kann. Diese auch in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung kommende 
Methode darf mit der nephelometrischen Methode verglichen werden, die 





1) Biochemie. J. 26, 1477 (1932). ?) Klin. Wschr. 10, 1503 (1931). 
3) Diese Z. 167, 285 (1927). 
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ebenfalls die unverdaute Substratmenge miBt. Sie ist ihr aber in der Hin- 
sicht iiberlegen, da8 sie nicht vom sehr veriinderlichen Dispersionsgrade 
der EiweiBniederschlige abhingt. Die gewogenen Niederschlige kénnen 
zudem noch nach Kjeldahl verarbeitet und damit die Bestimmung sicherer 
gestaltet werden. 


Nun haben wir die Frage der Einwirkung von Cystein (als 
Vertreter der Sulfhydrylverbindungen) weiter verfolgt und eine 
volle Bestiitigung der friiheren Versuchsergebnisse erhalten, wo- 
nach Cystein die Autoproteolyse, d.h. die Wirkung der Kathepsine 
auf die eigenen Organproteine, begiinstigt. Dies geschieht sowohl 
bei Anwendung von Normalorganextrakten (Kaninchenleber), wie 
bei Anwendung von Miusekrebsextrakten. Der Grad der Be- 
schleunigung der Proteolyse ist etwas verschieden in den einzelnen 
Versuchen, insbesondere, wenn man verschiedene Extrakte ver- 
gleicht; das mag auf unvermeidbare Unterschiede im Gesamt- 
system (Protein- und Enzymmenge, Schwermetallbeimengungen 
usw.) zuriickzufiihren sein. Ein Ferrosalz steigert deutlich die 
Cysteinwirkung. Der p,, der Verdauungsansiitze war stets 4,4 
bis 4,7 und wurde durch den Zusatz des Cysteinchlorhydrats 
kaum verindert, wie direkte elektrometrische Messung ergab. 
Ubrigens verliuft die Selbstverdauung (Leber) nach der von 
uns in Anwendung gebrachten Versuchsanordnung ungefihr mit 
derselben Geschwindigkeit zwischen p,, 4,7 und 4,3. Ein KinfluB 
des Cysteinsalzes einfach auf dem Wege einer, sei es auch leichten, 
Reaktionsverschiebung erscheint also unwahrscheinlich. 


Glykogen &ndert die Reaktion nicht und hemmt in ge- 
wissem Grade die Autoproteolyse. 


Wir haben eine bessere EKinsicht in die méglichen Reaktions- 
verschiebungen wihrend der Selbstverdauung nach unserer Versuchs- 
anordnung zu gewinnen versucht, indem wir die aktuelle Reaktion 
wiederholt elektrometrisch (Allocchio-Bacchini-Potentiometer, 
birnenférmige Wasserstoffelektrode gegen Kalomelelektrode) ge- 
messen haben. Die iibliche Pufferung reicht vollstiindig aus, um die 
Reaktion stundenlang konstant zu erhalten: z. B. hatte ein Gemisch 
(von 179ccm Wasser, 12ccm m/1 Essigsiiure—Acetatpuffer 1:1, 9 ccm 
Leberextrakt) im Anfange p,, 4,49, nach 3 Stunden bei 37° ein p,, 4,55 
und nach weiteren 3 Stunden ein p,, 4,50. Dagegen sei hervorgehoben, 
daB ihnliche Gemische ohne Puffer in den ersten Stunden der 
Selbstverdauung eine gewisse Abnahme der Wasserstoftionenkonzen- 
tration aufweisen kénnen, der eine Zunahme folgt, die aber niemals 
den Ausgangswert erreicht — ein Verhalten also, das stark von der 
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gewohnlich bei der Autolyse angenommenen Anfangssiiuerung ab- 
weicht und das weiter studiert werden soll. 

Wir diirfen sagen, daB der Zusatz eines reduzierenden Stoffes 
(Cystein) die Autolyse steigert, und es liegt wohl die Frage nahe, 
ob oxydierende Stoffe eine Hemmung der Proteolyse und mig- 
licherweise sogar eine Proteinsynthesé hervorzurufen vermégen. 
Diese Frage wurde schon von Waldschmidt-Leitz und Purr} 
gestellt: ,,Kher scheint uns die Vorstellung einer Steuerung des 
intracellularen KiweiBumsatzes durch das Oxydoreduktionspotential 
im Sinne der Hydrolyse einerseits, der Synthese andererseits 
physiologischen Sinn zu besitzen.“ 

Ks sind bei Pflanzen Beobachtungen gemacht worden, nach 
denen in gewissen Fallen Zutritt von Sauerstoff die Protein- 
synthese begiinstigen wiirde und gewisse Stoffe als Regulatoren 
des EiweiBumsatzes dienen kénnten, im abbauenden oder im 
synthetischen Sinne, je nach dem Oxydationszustande.?) 


Durch die Arbeiten von Wasteneys und Borsook‘), Rona und 
Oelkers‘), Borsook, Macfadyen und Wasteneys*) wurde die syn- 
thetisierende Funktion, d. h. die Umkehrung der normal abbauenden Funktion 
des Pepsins und Trypsins genau untersucht. Die synthetisierende Funktion 
der endocelluliren Proteasen ist dagegen viel weniger bekannt: bei der 
Hefeautolyse wurden von Iwanoff®) synthetische Prozesse beschrieben, 
bei lang getriebenen Organautolysen solche insbesondere von De Bruyne’) 
hervorgehoben und gewiirdigt. In der letzten Zeit finden wir eine Arbeit 
von Voegtlin und Maver’), nach der Siiuerung und Herabsetzung des 
Sauerstoffdruckes die Proteolyse von wifrigen Geschwulstextrakten be- 
fordern sollen, wobei die Verff. an eine Wirkung des reduzierten Glutathions 
denken. Endlich gibt eine vorliufige Mitteilung von Voegtlin, Maver 
und Johnson®*) knappe Nachricht iiber einige sehr interessante Versuche, 
die eine Proteinsynthese aus Verdauungsprodukten (aus Muskeln, Tumoren 
und mit Papain+SH-Glutathion digeriertem Fibrin) unter Sauerstoffdurch- 
leitung nachweisen. Die Proteinsynthese wird begiinstigt nach diesen 
Forschern: durch eine hohe Sauerstoffspannung, eine der Neutralitit nahe 
Reaktion, eine ziemlich hohe Anfangskonzentration von Sulfhydrylgruppen 
und eine geniigende Konzentration von Eiweibabbauprodukten. 


Nun haben wir eine groBe Reihe von Versuchen ausgefiihrt, 
um eine eventuelle Proteinresynthese nach erfolgtem Teil- 


1) Diese Z. 198, 260 (1931). *) Mothes, Naturw. 20. Jahrg. S.102 (1932). 

8) J. of biol. Chem. 62, 15, 633, 675 (1924/25); 68, 563, 575 (1925). 

*) Biochem. Z. 203, 298 (1928). 5) J. of gen. Physiol. 13, 295 (1930). 

*) Biochem. Z. 63, 359 (1914); 120, 1 (1921). 

) Zit. nach Lipschitz, Oppenheimers Handb. d. Bioch. 2. Aufl. II, 
636 (1925). 

8) Un. St. Treas. Dep. Publ. Health. Rep. 47, 711 (1932); ref. in: Americ. 
Journ. of cancer 16, Nr. 5, 1013 (1932). ®) Science 77, 92 (Januar 1933). 
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abbau nachzuweisen. Wir haben, auf den vorher entwickelten 
Anschauungen und Versuchsergebnissen fuBend, feststellen wollen, 
ob eine Erhéhung des Oxydationspotentials einen solchen Wieder- 
aufbau hervorzurufen vermag und als oxydierendes Mittel zur 
richtigen Zeit in unsere Ansiitze das Wasserstoffsuperoxyd 
eingefiihrt, dessen Wirkung in gewisser Hinsicht dem physiologi- 
schen Oxydationsvorgange entspricht. Wir glauben, sowohl mit 
Kaninchenleberextrakten wie mit Miusekrebsextrakten positive Er- 
gebnisse erhalten zu haben: der Zusatz kleiner Mengen von H,O, 
zu den schon 3—4 Stunden bei 37° gestandenen Verdauungs- 
gemischen hatte eine kleine, aber meistens deutliche Zu- 
nahme der mit Trichloressigsiure fillbaren Koérper zur Folge. 
Es scheint, da stérende Einfliisse eine absolute Regelmibigkeit 
der Erscheinung nicht gestatten. Auch ist zu bemerken, daf eine 
Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite giinstig 
bzw. notig ist. Man darf also sagen, daB oxydierende Wirkung 
und Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration Bedin- 
gungen darstellen, die der Proteolyse in jedem Falle un- 
giinstig sind und einen Wiederaufbau von durch Trichlor- 
essigsiure fillbaren Stoffen begiinstigen. | 

Nachdem wir die kurze Mitteilung von Voegtlin und Mit- 
arbeitern iiber die Wirkung der Sauerstoffbehandlung zu Gesicht 
bekommen hatten, wollten wir ebenfalls eine solche Sauerstoff- 
behandlung unserer Verdauungsansitze probieren: reiner O, wurde 
einige Stunden lang durch die Extraktverdiinnungen hindurchperlen 
gelassen. Der sich in starkem Grade bildende Schaum stérte dabei 
sehr und brachte die Gefahr eines unkontrollierbaren Verlustes 
mit sich. Nach dieser Methode wurde oft eine Hemmung der 
Proteolyse und in einigen Versuchen (bei nichtsallzu wirksamen 
Extrakten) eine Zunahme des EjiweiBniederschlages, d. h. wahr- 
scheinlich ein Wiederaufbau von héheren, durch Trichloressig- 
siure fillbaren Komplexen festgestellt. 

Ks ist méglich, daB stark oxydierende Agentien, insbesondere 
H,0,, eine gewisse zerstérende Wirkung auf einen Teil der Abbau- 
produkte ausiiben und sie dadurch der synthetischen Reaktion 
entziehen; daB also bei in-vitro-Versuchen gewissermaBen zwei ent- 
gegengesetzte Funktionen der Oxydation am Werke sind: einerseits 
eine eiweiBaufbauende, oder, vorsichtiger ausgedriickt, eine férdernde 
Wirkung auf die Bildung von héheren Komplexen (wobei es vor- 
laufig unklar bleibt, ob eine mehr physikalische Aggregatbildung 
oder eine echte chemische Verkettung stattfindet), und andererseits 
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die bekannte Zerstérung oder Verbrennung organischer Stoffe. So 
kann man leicht verstehen, daB der synthetische Vorgang in den 
Autolyseversuchen nach den verschiedenen Anordnungen nicht 
immer deutlich erscheint. Er kann verdeckt oder vernichtet 
werden, um so mehr, als die genauen Versuchsbedingungen noch 
nicht griindlich erforscht worden sind. 


Dab Sauerstoff eine hemmende Wirkung auf die Proteolyse hat, wurde 
iibrigens schon vor vielen Jahren von Laqueur') angenommen. Nach den 
vorliegenden Untersuchungen und nach den Angaben von Voegtlin und 
Mitarbeitern darf unter gewissen Umstiinden eine die Proteinsynthese be- 
fordernde Wirkung des Sauerstoffes und der das Oxydationspotential steigern- 
den Stoffe in Betracht gezogen werden. 


Wenn der EiweiBumsatz in der hier dargestellten Weise durch das 
Oxydoreduktionspotential beeinfluBt wird, mu8 man vielleicht viele der ein- 
gebiirgerten Anschauungen iiber den Stoffwechsel bei den Wachstums- 
vorgiingen und insbesondere bei den Geschwiilsten etwas korrigieren. Jeder 
Wachstumsvorgang ist im chemischen Sinne einer Proteinsynthese gleich- 
zusetzen; nun ist eine solche Synthese durch Sauerstoffanreicherung und 
Steigerung der Oxydation begiinstigt, und fiir das Wachstum des Tumors 
haben die oxydativen Vorgiinge, nicht die einfach hydrolytischen, die 
gréBte Bedeutung. Die auf Grund der Beobachtungen iiber Glykolyse 
herrschende Meinung, daB ein anaerober Spaltungsstoffwechsel das Ge- 
schwulstgewebe charakterisiert, wiirde nicht ganz zutreffen: ein solcher 
Stoffwechseltypus gehért den nekrotischen oder nicht mehr wuchernden 
Geschwulstteilen an, er gehért vielleicht auch den lebenden Geschwulst- 
zellen an, sofern sie stark geschidigte und labile Zellen sind. Die am 
kriftigsten wachsenden Tumorteile aber, die einen stetigen EiweiBaufbau 
bewirken, miiBten mit Sauerstoff oder mit anderen Wasserstoffakzeptoren 
gut versorgt sein, dort sollte niimlich ein hohes Oxydationspotential herrschen. 
Der beriihmt gewordene anaerobe Stoffwechsel diirfte bloB ein Schidigungs- 
stoffwechsel sein und dem Tumor und anderen Geweben nur deshalb eigen 
sein, weil solehe Gewebe einen groBen Zellenzerfall aufweisen bzw. solehem 
in vitro anheimzufallen pflegen. Der wachsenden Geschwulst wire im 
Gegenteil eine gute Versorgung mit sauerstoffreichem Blute nétig, wie 
Voegtlin und Mitarbeiter hervorheben, und das Problem der Ge- 
schwulstbildung steckt vielleicht mehr in diesem oxydativen 
EiweiBaufbauvorgange als in den glycolytischen und proteoly- 
tischen (anaeroben) Spaltungsvorgingen, die mehr die negative Seite 
des Tumorriitsels darstellen und das Wesen der krebsigen Entartung der 
Zelle nicht ausmachen. 


Versuche. 


1. Beschleunigende Wirkung des Cysteins auf die Autoproteolyse 
bei Anwendung eines Kaninchenleberextraktes. Folgende Gemische 
wurden hergestellt: 


1) Diese Z. 79, 82 (1912). 
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— 


a) Doppelt destilliertes Wasser 190 cem, Essigsiure—Acetatpuffer (m/1 
1:1) 16 cem, Leberextrakt (mit saurem Glycerin bereitet, nach den Vor- 
schriften von Waldschmidt-Leitz und Deutsch) 12 cem. 


b) Doppelt destilliertes Wasser 170 cem, Essigsiiure—Acetatpuffer wie 
oben 16 cem, m/10-Lésung von Cysteinchlorhydrat (Roche) 20 cem, 
Leberextrakt wie oben 12 ccm. 


Aus jedem Gemisch werden 4 Portionen yon je 50 cem entnommen 
(in Erlenmeyerschen Kolben) und als 1a, 2a, 3a, 4a; 1b, 2b, 3b, 4b be- 
zeichnet. Portionen 1a und 1b werden sofort mit 20 cem einer 20°/,igen 
Trichloressigsiurelésung') versetzt und geben den urspriinglichen Eiweib- 
gehalt an. Portionen 2a und 2b bleiben 1 Stunde, 3a und 8b 2 Stunden 
und 4a und 4b 4 Stunden bei 37% Nach Verlauf der jeweils bestimmten 
Zeit werden alle Ansitze mit Trlésg. versetzt. Alle Niederschliige werden 
auf tarierte Filter gesammelt, gut gewaschen (mit verdiinnter Trlésg., mit 
Alkohol und Ather) und gewogen (mit einer Sartorius-Dimpfungsschnell- 
wage). Man bekommt so die Gewichte in Milligramm fiir unverdautes Eiweif. 
Aus solchen EiweiBwerten kénnen die Verdauungsgrade, d.h. die Prozente des 
verdauten Proteins in Beziehung zu den Ausgangswerten fiir die a- und 
b-Reihe berechnet werden: 





























mg eo, © mg a - 
a a iS erdaut emmenimest: 14 verdaut 
la 45,2 1b 45,4 
2a 42,8 5,3 2b 39,6 12,8 
3a 40,0 11,5 3b 38,2 15,9 
4a 34,5 23,9 4b 29,1 35,9 


Die b-Reihe, die Cystein enthilt, zeigt stets héhere Verdauungswerte. 
Die durch Cystein hervorgerufene Verstirkung der Verdauung betriigt nach 
4 Stunden ungefihr 12°/,. 

2. Beschleunigende Wirkung des Cysteins auf die Autoproteolyse 
bei Anwendung eines Mausekrebsextraktes. Versuchsanordnung wie 
oben. Der Extrakt (aus dem Miusekrebs, Stamm Ehrlich) enthilt weniger 
EiweiB; die Autoproteolyse ist etwas schwiicher als im Falle des Kaninchen- 
leberextraktes. 



































ms °/, verdaut ie °/, verdaut 
unverdaut] ‘° unverdaut | ‘° 
la 24,5 ib 25,0 
2: 22.0 10,2 2b 21,3 14,8 
3a 20,5 16,3 3b 19,2 23,2 
4a 20,1 18,0 4b 17,5 30,0 


Die b-Reihe (mit Cysteinzusatz) weist stets héhere Werte der Ver- 
dauung auf: Cystein hat hier (wie im obigen Versuche) die Verdauung um 
12°/, verstirkt. 





1) Im folgenden wird die Abkiirzung: Trlésg. angewendet. 
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3. Begiinstigende Wirkung eines Ferrosalzes auf die durch 
Cystein beeinfluBte Autoproteolyse (Mausekrebs). a) Doppelt destilliertes 
Wasser 145 ccm, Essigsiure-Acetatpuffer (m/1 1:1) 12 eem, Mausekrebs- 
extrakt 8 ccm. 

b) Doppelt destilliertes Wasser 130 ccm, Puffer wie oben 12 ccm, 
m/10-Lésung von Cysteinchlorhydrat 15 cem, Méausekrebsextrakt 8 ccm. 

c) Doppelt destilliertes Wasser 127 ccm, Puffer wie oben 12 ccm, m/10- 
Lésung von Cysteinchlorhydrat 15 ccm, m/10-Lésung von Ferrosulfat 
3 ccm, Mausekrebsextrakt 8 ccm. 

Aus jedem Gemisch wurden 8 Portionen von je 50 cem entnommen 
und als la, 1b, le usw. bezeichnet. Die Portionen 1a—e wurden sofort 
mit je 20 ccm einer 20°/,igen Trlésg. versetzt, 2a—e nach 2 Stunden und 
3a—c nach 4 Stunden Aufenthalt bei 37°. 

Abgewogene (unverdaute) Proteinmengen und Verdauungsprozente nach 
2 und 4 Stunden. 





mg mg 



































»/, verdaut °/ verdaut mg ] »/), verdaut 
unverdaut} /° unverdaut] '° ” unverdaut} /° ” 
lal 15,8 1b] 16 ic} 16,1 
Qa 13.2 14,5 2b 14 12.5 2¢ 12,0 25,4 
3a] 12,4 21,5 |3b] 11,7 26,7 {3c 11,1 31,1 


Das Cystein hatte hier an und fiir sich ein wenig verstirkt; iibrigens 
sind die Gesamtproteinmengen in den Ausgangsansitzen sehr klein und die 
Ausschlige dementsprechend. Trotzdem ist der Zusatz des Ferrosalzes 
giinstig: die Proteolyse ist in der c-Reihe (mit Cystein + Ferrosalz) am stirksten. 

4. Hemmende Wirkung des Glykogens auf die Kaninchenleber- 
proteolyse. 1. Doppelt destilliertes Wasser 53 ccm, Essigsiure-Acetatpuffer 
(m/1 1:1) 4 ccm, Leberextrakt 3 cem. 

2. und 3. genau so. 

4. Doppelt destilliertes Wasser 50 ccm, Puffer wie oben 4ccm, waBrige 
Glykogenlésung 1: 100 3 ccm, Leberextrakt 3 ccm. 

5. und 6. genau so. 

Davon wurden 2 Proben (1 und 4) sofort mit 20 cem einer 20°/,igen 
Trlésg. versetzt, 2 Proben (2 und 5) nach 3 Stunden Aufenthalt bei 37° 


0 


und zwei weitere (3 und 6) nach 7 Stunden bei 37 





Ohne Glykogen 








‘Mit Glykogen 











mg : a mg * a 
/, veraaut 3 , veraaut 
unverdaut 9 unverdaut oe 
. 46,6 4, 48 | 
2 37,5 19,5 D. 41,8 12,9 
3.| 32.7 29.8 6. 40,4 17,9 





Bei gewissen Versuchsprotokollen erscheinen kleine UnregelmaBig- 
keiten; einige Male ist die Hemmung in den ersten Stunden der Verdauung 
ziemlich stark, dann wird sie weniger deutlich. Man hat oft den Eindruck, 
daB das Glykogen sich mit dem unverdauten Protein verbindet und einen 
weniger leicht fallbaren Komplex bildet, was die Beurteilung und die Be- 
rechnungen stért. 
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5. Zunahme der mit Trichloressigsdure fallbaren Korper in Ver- 
dauungsansatzen unter dem Einflu8 von Wasserstoffsuperoxyd. Doppelt 
destilliertes Wasser 310 ccm, Essigsiure—Acetatpuffer (1:1) 28 cem, Kaninchen- 
leberextrakt 21 ccm. 

Es werden sofort 50 ccm des Gemisches entnommen, mit 7 cem Wasser 
und 20 cem der 20°/,igen Trlésg. versetzt (1); die iibrige Fliissigkeit bleibt 
3'/, Stunden bei 37°; dann wird in 6 Portionen von je 50 cem geteilt und 
wie folgt behandelt: 


2. Zusatz von 7 ccm Wasser und sofort 20 ccm der Trlésg. 


ae “a 3 Stunden bei 37°; 20 ccm Trlésg. 
eo =» o , und 2cem H,0O,; 

3 Stunden bei 37°; 20 cem Trlésg. 
& » ~ 2 aw i und 5 cem H,0,; 

3 Stunden bei 37°; 20 ccm Trlésg. 
— x a - 2ccm H,O, und 2cem n-NaOH; 

3 Stunden bei 37°; 20 ccm Trlésg. 
_ » » 5 5 H,O, und 2 cem n-NaOH; 


3 Stunden bei 37°; 20 cem Trlésg. 





Ansatz |} 1 | 2] 3[ 4] 5] 6 | 7 


Unverdautes Protein mg . 83,2 65 


59,1 | 52,5 ; 


29 | 36,9 

















Der einfache H,O,-Zusatz (4 und 5) hat die fallbaren Stoffe um einige 
Milligramm vermehrt; am giinstigsten scheinen die Bedingungen zur Bildung 
von EiweiB oder eiweiBartigen Niederschliigen beim Ansatz 7 zu liegen, 
wo 7,2 mg Zunahme im Vergleich mit 2 zu verzeichnen sind. Eine Alkali- 
sierung bis zur Erreichung eines py 6,2—6,6 scheint besonders giinstig zu 
wirken, eventuell erst die Aggregatbildung zu erlauben. 

Miusetumorextrakt verhalt sich wie Normalorganextrakt. 

6. Zunahme des mit Trichloressigsaure fallbaren Stickstoffes in 
Verdauungsansdtzen unter dem Einflu8 von Wasserstoffsuperoxyd. 
Doppelt destilliertes Wasser 310 ccm, Essigsiure—Acetatpuffer (1: 1) 28 ecm, 
Kaninchenleberextrakt 21 ccm. 

Der hier angewandte Extrakt ist weniger eiweiBreich als der des 
obigen Versuches. Sofort Entnahme von 50 ccm, die mit 7 ccm Wasser und 
20 cem der 20°/,igen Trlésg. versetzt werden (1); die iibrige Fliissigkeit 
bleibt 31/, Stunde bei 37°; dann werden 6 Portionen von je 50 cem gemacht 
und wie folgt behandelt: 


2. Zusatz von 7 ccm Wasser und bald darauf 20 cem der Trlésg. 
3. - 4 Stunden bei 37°; 20 cem Trlésg. 
4, und 2 cem H,O,: 
4 Stunden bei 37°; 20 cem Trlésg. 
a » x 2 s 5eem H,0,; 
4 Stunden bei 37°; 20 cem Trildsg, 
2eem H,O, und 2 cem n-NaOH:; 
4 Stunden bei 37°; 20 ccm Trlésg. 
» % » 5 4, H,O, und 2 cem n-NaOH; 
4 Stunden bei 37°; 20 cem Trlésg. 


Ot el 


oO 
oo 
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Es werden wie gewoéhnlich die EiweiSniederschliige — und 
genau gewogen; nachher sind die Niederschliige aus 1, 2, 3, 4, 6 nach 
Kjeldahl verarbeitet worden. 





ae “Ansatz | a | 2 Ee EY ES 3 6 a 7 


53,8 41 41,1 41, 5 
6,5 5,8 6 ‘0 














N iederschlagsgewichte 
N-Gehalt ‘ 























Aus diesem Versuche ist deutlich eine Anreicherung von trichloressig- 
siurefillbaren stickstoffhaltigen Stoffen bei den Ansiitzen 4 und 6 zu ent- 
nehmen (im Vergleich mit 2 und 3). 

7. Versuche mit Sauerstoffdurchleitung im Verdauungsansatze. 
I° — Gemisch wie in obigem Versuche. Sofort Entnahme von 50 cem, die 
mit 20 cem 20°/,iger Trlésg. versetzt werden (1). Die iibrige Fliissigkeit 
bleibt 3 Stunden bei 37°; dann wird sie in 6 Portionen von je 50 cem geteilt 
und die einzelnen Portionen wie folgt behandelt: 


2. Zusatz von 2cem Wasser und bald darauf 20 cem Trlésg. 
3., 4. und 5. Zusatz von 2 cem Wasser. 
6. und 7. Zusatz von 2 ccm n-NaOH. 


Die Ansitze 3, 4, 5, 6 und 7 bleiben 3 Stunden bei 37° und zwar 3 
ohne jegliche Behandlung; bei 4, 5, 6 und 7 wird Sauerstoff wihrend der 
3 Stunden durchgeleitet. Dann iiberall Fiillung mit Trlésg. und Aufarbeitung 
wie gewohnlich. Die Niederschliige aus 1, 2, 3, 4 und 7 nach Kjeldahl 
verarbeitet. 

















Ansatz | 1 Ez. a 4 | 5 4 6 | 7 
Niederschlagsgewichte 55,9 | 40,4 | 33,4 | 34,3 32, 4 | 42,4 | 41,0 
N-Gehalt e 7,7 5.6] 5,0 4,5 5, 3 














Hier hat wohl die einfache O,-Durchleitung eine unsichere oder keine 
Wirkung gehabt; die Q,-Durchleitung zusammen mit der Ermiedrigung der 
Wasserstoffionenkonzentration hat jede weitere Proteolyse gehemmt und 
sogar eine kleine Zunahme (1—2 mg) der fillbaren Kérper hervorgerufen 
(leichte Aggregatbildung?). Die N-Bestimmungen zeigen einige Unregel- 
miBigkeiten, jedenfalls haben wir eine Andeutung von Zuwachs des faill- 
baren N im Ansatz 7 im Vergleich mit 3. 

II1° — In einer dhnlichen Versuchsanordnung wie oben haben wir 
folgende Niederschlagswerte bekommen: 


















me ie. Sak RRR EY Gm 


mg a 76,5 | | 416 | 40,2 a “at | 39,1 | 45,7 | 46,7 


? 











Die Verdauung schritt sehr wenig nach der 3. Stunde fort (auch im 
Kontrollansatze 3); die 6- und 7-Werte aber sind héher und sprechen fiir 
eine Zunahme der fillbaren K6rper unter der Einwirkung von Alkali + 
Sauerstoff. Alkalisierung allein erzeugt kaum eine Veriinderung der Nieder- 
schlagswerte. 


Ee 








VI. 











Embryochemische Untersuchungen 
mittels der Injektionsmethode. *) 
VI. Uber das Verhalten des Kreatins bzw. Kreatinins im Hiihnerei 
bei der Aminosaureinjektion. 

Von 


Ichimatsu Takahashi. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultaét in Nagasaki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1933.) 


Der Muskel zeigt einen besonderen, nur ihm zukommenden 
Stoffwechsel, der zur Bildung der eigentlich spezifischen Muskel- 
substanz, des Kreatins, fiihrt. Die Physiologie des Kreatins und 
seine Herkunft sind jedoch noch nicht vollig klar. Viele Versuche 
wurden dariiber angestellt, die Beziehung zwischen Arginin und 
Kreatin zu kliren. Es wire gut vorstellbar, daf durch oxydativen 
Abbau der Seitenkette des Arginins Kreatin gebildet wiirde. Ein 
bindender Beweis fiir diesen Abbau ist aber noch nicht erbracht 
worden, so wahrscheinlich dieser Abbauweg auch erscheint. 

Was zuniichst das Verhalten des Kreatins bei der Bebriitung 
des Hiihnereies betrifft, so gelangten Mellanby*), Needham?) 
und Sendju*) zu dem Ergebnis, da das Kreatin sich nach 
14tigiger Bebriitung mit fortschreitender Entwicklung des Embryos 
vermehrt. 

Um einen Beitrag zur Frage der Herkunft des Kreatins 
bzw. Kreatinins zu liefern, habe ich auf Veranlassung von Herrn 
Prof. Tomita seine Injektionsmethode angewandt und den Ein- 
flu8 verfolgt, den eine Zugabe von verschiedenen Aminosiiuren 
zum Weibei auf die Kreatin- und Kreatininbildung bei der Be- 
briitung des Hiihnereies ausiibt. 

In das spitze Ende des frischen Hiihnereies wird ein ganz 
kleines Loch gebohrt und eine gemessene Menge der zur Ver- 
fiigung stehenden Substanzen eingespritzt. Nach 17 Tagen sprengt 
man die Eischale und priift die Hientwicklung. Um das Kreatin 





*) VY. Mitteilung, Diese Z. 203, 272 (1931). 
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und Kreatinin zu bestimmen, wurde zunichst der Embryo mit 
der Schere zerkleinert und der Gesamtinhalt des Eies mit 30 ccm 
Wasser durchgeriihrt, 30 Minuten lang auf 50° erwirmt und nach 
dem Erkalten mit der Schenckschen Lésung versetzt, bis das 
Eiwei8 zur vélligen Ausfillung gebracht war. Das klare Filtrat 
wurde mit Natriumbicarbonat neutralisiert und dann mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt; aus dem Filtrat von Schwefelquecksilber 
wurde der Schwefelwasserstoff unter Durchleiten von Luft ver- 
trieben. Die Flissigkeit wurde hierauf unter vermindertem Druck 
zu einem bestimmten Volumen eingeengt und das Kreatin und 
das Kreatinin nach dem Vorschlag von Folin und Denis‘) kolori- 
metrisch ermittelt. 

Zu den Versuchen verwendete ich 1 Ei und fiir jede Versuchs- 
reihe wurden gewoéhnlich 3 Versuche unternommen. Die einzelnen 
Versuchsresultate stimmten fast immer gut iiberein. 


Experimentelles, 


1. Versuchsreihe. Um zu kliiren, wie der Kreatiningehalt von 
der Aufentemperatur abhingig ist, wurden frisch befruchtete 
Hiihnereier, welche in verschiedenen Jahreszeiten gelegt waren, 
ohne Injektion im Brutschrank belassen. Nach 17tigiger Be- 
briitung wurde das Ei auf Kreatinin verarbeitet. Es zeigte sich 
in verschiedenen Jahreszeiten, wenigstens vom November bis April, 
keine besondere Verschiedenheit des Kreatiningehaltes. Der Durch- 
schnittswert von 59 Beobachtungen betrug 105mg (+ 15 mg) pro 
100 g Ejiinhalt. 

2. Versuchsreihe. Zwecks Lisung der Frage, welchen EKinfluB 
eine Zugabe von einzelnen Aminosiuren zum WeiBei auf die 
Kreatininbildung bei der Bebriitung des Hiihnereies ausiibt, wurden 
die injizierten Substanzen als 3—5°/, wiibrige Lésung verwendet. 
Die in Wasser schwer léslichen Verbindungen wurden aber als 
Natriumsalz oder Chlorhydrat gelést. Um einen Uberblick tber 
die vorliegenden Versuche zu gewinnen, seien die Resultate in 
Tab. I zusammengestellt. 

Jeder Versuch, der darauf hinzielt, einen Zusammenhang 
zwischen einer verabreichten Verbindung und einem Stoffwechsel- 
produkt festzustellen, muB mit gréBter Kritik betrachtet werden, 
insbesondere dann, wenn keine quantitativen Beziehungen in dem 
Sinne zutage treten, daf das entstandene Produkt seiner Menge 
nach anniihernd dem verabreichten entspricht. Aber das Kreatinin 
kann bestimmte Funktionen erfiillen und seine Bildung nur nach 
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Tabelle I. 
Injizierte Substanz | Gewicht Gehalt an Zu- und Abnahme des 
aa des : 
| Eiinhaltes . . | Gesamt- .. | Gesamt- 
Name igh, Kreatinin| ,fesamt. Kreatinins ‘Kreatinin 
| mg g mg | mg mg | mg 
Glykokoll .... | 8,7 41,6 -_ i — — 0,06 
Alanin....... | 10,0 41,4 aa — 0,03 
Leucin ...... | 15,0 38,4 0,32 | - — 0,12 
Phenylalanin . | 3,0 42,1 0,38 | ~- — 0,06 
Tyrosin...... | 0,7 44,6 0,45 | — + 0,01 
Glutaminsiure | 2,0 42,8 0,45 | — + 0,01 
Tryptophan ../| 1,0 43,3 0,40 | — — 0,04 
iam | go] 442 o47 | — +003 | 
Histidin ..... | 6,0 36,3 0,46 | ~~ + 0,02 | 
Glykocyamin . | 2,0 37,3 0,44 | — + 0,00 | 
Arginin...... | 5,0 45,9 0,58 | 4,84 + 0,14 | + 0,06 
Carnitin ..... | 8,0 45,0 0,51 | 5,06 + 0,07 | + 0,28 
Kreatin...... | 2,0 38.8 0,62 | 6,32 +018 | + 1,58 
Kontroll- | | | 
versuche| — 42,4 0,44 | 4,78 








Bedarf erfolgen. Man kann also die Kreatininbildung nicht nach 
Belieben steigern, sondern nur in beschrinktem MaBe. So habe 
ich die geringe Vermehrung der Kreatininbildung bei der Amino- 
siureinjektion in dem Hiihnerei nicht auBer acht gelassen. Wie 
aus der Tabelle ersichtlich ist, sieht man nach der Injektion 
von Arginin und Kreatin eine geringe Vermehrung des Kreatinins. 
Da8 die Kreatininvermehrung keine zufillige ist, und daB das ver- 
mehrte Kreatinin kein Kunstprodukt ist, wurde durch wiederholte 
Untersuchungen und strenge Kontrollversuche sichergestellt. 
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Uber die Oxyaminoverbindungen, 
welche die Biuretreaktion zeigen.*) 


IX. Uber das Schicksal von einigen w-Amino-oxysauren 
bei der Phlorrhizinglucosurie und Phosphorvergiftung. 
Von 
Tomowake Kawada. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultaét in Nagasaki.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1933.) 


Wahrend die tierphysiologische Veriinderung der einfachen 
a-Aminosiiuren vielfach untersucht worden ist, ist das Schicksal 
der Diamino- und Oxyaminosiiuren wenig bekannt. Auf Veran- 
lassung von Herrn Prof. Tomita habe ich das Verhalten der 
y-Amino-f-oxy-buttersiure und des Isoserins bei der Phlorrhizin- 
glucosurie und Phosphorvergiftung gepriift. Erstere wurde nach 
dem von Tomita’) ausgearbeiteten Verfahren und das Isoserin 
nach Angabe von EK. Fischer und H. Leuchs?) synthetisch dar- 
gestellt. : 


1. Wher das Verhalten der 7-Amino-/-oxy-buttersdure 
und des Isoserins bei Phlorrhizinglucosurie. 


Im Tierorganismus werden @-Aminosiiuren zunichst durch 
oxydative Desaminierung in @-Ketonsiiuren und dann in 1 C-armere 
Fettsiuren umgewandelt. Ob bei Diamino- und Oxyaminosiuren 
die Umwandlung ebenso wie bei Monoamino-monocarbonsiuren 
stattfindet, ist noch nicht sicher festgestellt. Wenn die Diamino- 
siuren in gleicher Weise wie a@-Mono-aminosiiuren sich verhalten 
wirrden, so kénnten zuniichst w-Amino-¢-ketonsiuren und dann 
1 C-iirmere w-Aminosiuren entstehen. Hinsichtlich der Herkunft 
der w-Aminosiuren liegen noch andere Angaben vor; sie kénnen 
entweder aus Dicarbonsiuren durch Entcarboxylierung oder aus 
Diaminosiiuren durch reduktive Desaminierung dargestellt werden. 
Im folgenden wurde gepriift, ob die y-Amino-f-oxy-buttersiiure 


*) VILL. Mitteilung, Diese Z. 211, 38 (1932). 
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und das Isoserin nach dem Durchgang durch den phlorrhizinierten 
Organismus wenigstens zum Teil als Glucose im Harn auftreten. 

Die Menge der Extra-Glucose wurde nach der zweiten Methode 
yon Corley*) berechnet, da der Stickstoff aus Aminosiuren nicht 
immer im Urin wihrend 12 Stunden nach der EKingabe ausgeschieden 
wird. Manchmal dauert diese Ausscheiduug linger. 

Es zeigt sich, daB das Isoserin in Glucose verwandelt wird, 
wihrend y-Amino-§-oxy-buttersiure keine Glucose gibt, ja sogar 
die Zuckerausscheidung etwas verringert. Da die Oxy-aminosiuren 
mit benachbarter Hydroxyl- und Aminogruppe, wie M. Bergmann‘) 
betont hat, besonders zu hydrolytischer Desaminierung neigen, 
so kénnte das Isoserin durch die Desaminierung in Glycerinsiiure 
verwandelt und dann in Glucose iibergefiihrt werden. 

y-Amino-f-oxy-buttersiiure kénnte auch zuniichst nach der 
Desaminierung in f,y-Dioxy-buttersiure umgewandelt werden. Sie 
verhalt sich also anders als die y-Amino-buttersiure, die nach 
Corley*) zunichst in Bernsteinsiiure umgewandelt und dann in 
Glucose iibergefiihrt wird. 























Tabelle 1. 
Ini Harn Extra-Glucose 
Datum njizZ. ee ie = , ; 
sini Aminosdure Menge) Glucose N G:N p Bes. Ter | ae 
8 em | 8 g 8-C | 2-C 
Juni 29. 510 | 40,68 | 12,33 | 3,29 
30. *) 455 | 33,32 10,56 3,15 
Juli 1. 10,0 585 | 22,71 8,00 2,84 18,57 | 5,71 | 3,85 
2.*) Isoserin 300 15,46 4,09 | 3,78 
3. 675 | 25,30 | 7,88 | 3,21 
4, 645 | 28,03 9,03 | 3,10 
Juni 29. 550 | 35,87 | 10,26 | 3,49 
30.*) 540 | 29,93 | 9,76 3,06 | 7,56 | 5,04 1,98 
Juli 1. 10,0 658 | 30,39 | 11,48 | 2,64 | 
2.*) | Amino-oxy-| 715 | 31,62 | 9,94 | 3,18 
3. buttersiiure | 640 | 24,42 | 7,84 | 3,11 
4, 170 | 5,68 1,91 | 2,97 





*) Am 28. VI, 30. VI und 2. VII je 1,0 g Phlorrhizin nach Coolen.°) 


2. Wher das Schicksal der y-Amino--oxy-buttersaure 
bei Phosphorvergiftung. 


Die Phosphorvergiftung ist ein brauchbares Mittel, den Tier- 
organismus so zu schidigen und namentlich sein Oxydations- 
vermdgen so herabzumindern, daB manche eigenartig veranderten 
3* 
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Bruchstiicke des KiweiBes der vollkommenen Vernichtung ent- 
gehen und im Harn auftauchen. Es wurde y-Amino-f-oxy-butter- 
siure an phosphorvergiftete Hunde verabreicht. Ich konnte aus 
den mit Phosphorwolframsaure faillbaren Anteilen des Harns eine 
wohl dem y-Butyrobetain identische Verbindung isolieren, die schon 
von Takeda‘) aus dem Harn von phosphorvergifteten Hunden 
und vor kurzem von Reinwein’) aus dem Harn normaler Hunde 
in geringerer Menge isoliert wurde. Ob diese Substanz aus 
y-Amino-f-oxy-buttersiure entstanden ist, bleibt noch offen. Einen 
aus y-Amino-f-oxy-buttersiure mutmaflich verinderten methy- 
lierten Kérper, wie Carnitin oder y-Methylamino-f-oxy-buttersiiure, 
im Harn aufzufinden, ist nicht gelungen. Ein Teil der Aminosiure 
wurde unverindert wiedergefunden. Sie erfaihrt keine partielle 
Spaltung und damit keine optische Aktivierung. 


Tabelle 2. 








i 
Datum | Harnmenge | Gesamt-N etd mane io 
injektion | , Bemerkungen 
1932 cem g §-oxy -butter- 
& siiure in g 

17. Sept. 475 2,835 — — 
a | 500 2,600 ie bit 
ae 535 2,247 vn oi 
20. 4, 480 2,436 _ yeh 
ee cig 250 _ 0,003 a 
22. ,, 550 4,850 0,006 ia 
23. ,, 420 4,632 0,010 — 
24. ,, 330 3,180 0,012 — 
25. 4 675 5,130 0,015 8,0 800 cem Harn, 
— < 125 2,675 — st Tod 

















Der Harn vom 25. und 26. [X. wurde eingeengt und so viel Schwefel- 
siiure zugesetzt, daB die Fliissigkeit 5°/, Schwefelsiure enthielt. Darauf 
wurde mit 50°/,iger Phosphorwolframsiiure gefillt. Der Niederschlag wurde 
abgesaugt und mit 5°%,iger Schwefelsiiure gewaschen, dann nach bekannter 
Weise mit Baryt gespalten und das Filtrat auf dem Wasserbade eingeengt. 
Die eingeengte Flissigkeit wurde mit Salzsiure neutralisiert und zum Sirup 
eingedampft. Nunmehr setzte ich dem Sirup Alkohol zu; hierbei fiel reich- 
lich Niederschlag aus. Er wurde abfiltriert, aus dem Filtrat der Alkohol 
verjagt und der Riickstand mit absolutem Alkohol aufgenommen. Das alko- 
holische Filtrat wurde mit Sublimatlésung gefallt; es trat ein schmieriger 
Niederschlag von schwerléslichen Quecksilberverbindungen auf. 

A.Sublimatfillung. Die schmierige Quecksilberchloridfillung wurde 
mit heiBem Wasser unter Zusatz von Salzsiiure gelist und durch Einleiten 
von Schwefelwasserstoff das Quecksilber entfernt. Das Filtrat von Queck- 
silbersulfid wurde zum Sirup eingedampft und dann mit Athylalkohol auf- 
genommen, wobei ein gut krystallisierendes Chlorid teilweise ungelést 
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zuriickblieb. Das Chlorid ist wenig hygroskopisch, in Wasser leicht, in 
Alkohol schwer léslich und schmilzt bei 206°. Das alkoholische Filtrat des 
oben beschriebenen Kérpers engte ich bis zum diinnen Sirup ein, fiillte 
darauf mit 20°/,iger alkoholischer Platinchloridlésung aus, filtrierte die 
Fillung ab und wusch sie mit absolutem Alkohol aus. Das Platinat schmilzt 
nach dem Umkrystallisieren bei 225°. Es wurde in Wassser gelést, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat des Schwefelplatins wurde auf 
dem Wasserbade zum Sirup eingedampft und mit 20°/,iger wiBriger Gold- 
chloridlésung gefallt. Das Goldsalz krystallisierte in hellgelben Nadeln 
und Blattchen, schmolz bei 182°. Es wog 0,25 g. 

0,0852 g Subst.: 0,0355 g Au. 

C,H,;NO,HAuCl, Ber. Au 40,65 Gef. Au 40,49. 

B. Verarbeitung des Filtrates der Phosphorwolframsiure- 
fillung. Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung des eingeengten 
schwefelsauren Harns wurde mit Baryt zerlegt, durch Kohlensiure vom 
iiberschiissigen Baryt befreit, das Filtrat auf 100 cem eingeengt und 10 ccm 
desselben zur Kreatinbestimmung nach kolorimetrischem Verfahren abgetrennt. 
Es zeigt sich, auf 100 ccm berechnet, nur 3,2 mg Kreatin. 90 ccm des Fil- 
trates wurden eingedampft und mit Alkohol gefillt. Nach wiederholtem 
Umkrystallisieren erhielt man 2,0 g y-Amino-f-oxy-buttersiure in reinem 
Zustand. Sie war optisch inaktiv. 


Zusammenfassung. 


1. Isoserin kann wahrscheinlich iiber Glycerinsiure in Glucose 
verwandelt werden. Im Gegensatz zu y-Amino-buttersiure gibt 
y-Amino-f-oxy-buttersiiure keine Glucose. 

2. Im Kinklang zu Takedas Ergebnis wurde aus dem Harn 
phosphorvergifteter Hunde eine dem y-Butyrobetain wohl identische 
Verbindung isoliert. 

3) Etwa ein Viertel der verabreichten y-Amino-f-oxy-butter- 
siure wurde bei der Phosphorvergiftung unverindert wieder aus- 
geschieden. Sie erfahrt dabei keine optische Aktivierung. 

Diese Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln ausgefiihrt, die 
Herrn Prof. Tomita von der Kaiserlichen Akademie zur Férderung 
der Wissenschaften bewilligt worden waren, wofiir wir derselben 
zu aufrichtigem Danke verpflichtet sind. 
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Zur Kenntnis der Tannase. 
Von 

H. Dyckerhoff und R. Armbruster. 

Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Universitatsinstitut und der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie, 
Munchen.) 


(Der Schriftleitung zagegangen am 11. Juni 1933.) 


Schon Scheele’) entdeckte 1786, daB auf gerbstoffhaltigen 
Nahrbéden gewachsene Schimmelpilze Gallussiure aus Tannin 
herauszuspalten vermégen. K. Freudenberg und E. Vollbrecht?) 
beschreiben ausfithrlich geeignete Ziichtungsmethoden fiir Asper- 
gillus niger und die Gewinnung yon wirksamen ‘Tannasepraparaten 
aus dem Pilzmycel. Uber eine verbesserte Darstellungsmethode 
des Enzyms, die Bestimmungsmethode desselben und seine Reak- 
tionskinetik berichten K. Freudenberg, F. Bliimel und 
Th, Frank*) in einer weiteren Mitteilung iiber Tannase. In den 
Extrakten von Aspergillus niger sind neben dem gerbstoffspaltenden 
Ferment noch die Enzyme enthalten, die die Hydrolyse von Rohr- 
zucker, Stiirke, Maltose und Inulin bewirken.®) 

Von K. Freudenberg‘) wurde Tannase als Hilfsmittel bei 
der Konstitutionserforschung der Gerbstoffe verwandt. Es erschien 
daher nicht unwesentlich, die Spezifitit der Tannase an einfachen 
bekannten Substraten zu erforschen und ihr Wirkungsvermégen 
gegen das der Leberesterase abzugrenzen. Bevor man an die Liésung 
dieser Aufgabe herangehen kann, ist festzustellen, ob der Gerb- 
stoffabbau durch Ausziige aus Aspergillus niger einem einheit- 
lichen Enzym oder dem Zusammenwirken mehrerer, in ihrer 
Spezifitét ahnlicher Enzyme zuzuschreiben ist. 

K. Freudenberg (a. a. O.) legt seiner Bestimmungsmethode 
der 'annase die Hydrolyse des Gallussiuremethylesters zugrunde. 
Wir untersuchten, ob die Pilzextrakte auch die Ester einfacher 
aliphatischer Siuren zu spalten vermégen. Unter der groBen Reihe 
spaltbarer ecinfacher Ester erwies sich Phenylacetat als geeignetes 
Substrat. Wird die Hydrolyse von Gallussiiuremethylester und 
Phenylacetat vom gleichen Enzym katalysiert, so sollte der Quo- 


1) Crells Ann. 1, 3 (1787) 2) Diese Z. 116, 275 (1921). 

8) Diese Z. 164, 262 (1927). 

*) K. Freudenberg u. Mitarb. Ber. chem. Ges. 52, 177 (1919); 58, 953 
(1920); 68, 232 (1920); 53, 1728 (1920); 64, 632 (1921). 
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tient Q, der das Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten beider 
Substrate ausdriickt, durch alle Operationen konstant bleiben, 
wenn nicht eins der Substrate zu seiner Hydrolyse durch das 
Ferment einen Aktivator benétigt, den das andere Substrat ent- 
behren kann. Q ist jedoch groBen Schwankungen unterworfen. 
Die Zusammensetzung der verwendeten Nihrlésung, der Wachs- 
tumszustand, bei dem der Pilz geerntet wurde und besonders die 
Art der Extraktion des Mycels bedingen erhebliche Quotienten- 
verschiebungen. Durch geeignete Behandlung der Extrakte ist es 
uns gelungen, Lésungen zu gewinnen, die Gallussiuremethylester 
gut zu spalten vermégen, wihrend sie gegeniiber Phenylacetat 
wirkungslos geworden sind. Die Pilzextrakte enthalten demnach 
mindestens 2 Fermente, die die Hydrolyse von Estern zu kataly- 
sieren vermégen. Den Namen Tannase behalten wir, wie bisher 
iiblich, fiir das Gallussiuremethylester spaltende Enzym bei, 
wihrend wir das Phenylacetat hydrolysierende Ferment als Pilz- 
esterase bezeichnen. 

Aus praktischen Griinden haben wir unseren Messungen eine 
andere Tannaseeinheit als Freudenberg (a. a. QO.) zugrunde ge- 
gelegt. Wir bezeichnen als Tannaseeinheit (T.E.) die Enzym- 
menge, die 1 Millimol Gallussiuremethylester in 50 com Wasser 
gelést bei p,,5,0 und 40° in 24 Stunden zur Hialfte spaltet. Ks 
entspricht eine T.E. = 0,17 T.E. nach Freudenberg. Die Ein- 
heit der Pilzesterase (K.E.) ist ganz analog der Tannaseeinheit 
unter Verwendung von Phenylacetat als Substrat gebildet. 

Beziiglich der Ziichtung der Pilzkulturen hielten wir uns im 
wesentlichen an die von K. Freudenberg (a. a. O.) gegebenen 
Vorschriften. Wir konnten jedoch in einzelnen Fallen durch 
Ubertragung von Sporen, die Kulturen entstammten, welche schon 
mehrere Generationen auf den gleichen Nahrbéden gewachsen 
waren, auf anders zusammengesetzte Nihrlésungen erhebliche 
‘Tannaseanreicherung erzielen, die jedoch in den folgenden Genera- 
tionen wieder zuriickging. Die Erhéhung der Gerbstoffkonzentration 
auf das Doppelte der von Freudenberg angegebenen Menge, 
erwies sich als vorteilhaft fiir die Enzymausbeute. Unsere besten 
Trockenpriiparate hatten die 20 fache Reinheit der von K.Freuden- 
berg (a. a. 0.) beschriebenen Priiparate. Als zweckmiBig erwies 
es sich, die Extraktion der getrockneten Pilze mit verdiinnter 
Salzsiure durchzufiihren, weil durch diese Behandlung eine in 
den Pilzen enthaltene Oxydase zerstért wird, welche im Laufe 
der Bestimmungsmethode die Substrate oxydiert und so stérend wirkt. 
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Wir versuchten nun Pilzesterase und Tannase durch Ad- 
sorption zu trennen. Von Tonerde und Kaolin werden jedoch 
beide Enzyme im gleichen Verhiltnis adsorbiert. Durch Elution 
der Adsorbate erhalt man nur sehr schwache Enzymlésungen, 
die ebenfalls beide Fermente enthalten. Auch durch Fallung der 
Lésungen mit Ather—Aceton la£t sich keine Anreicherung des 
einen Ferments gegeniiber dem anderen erzielen. Wir versuchten 
nun durch Zerstérung der Pilzesterase zu enzymatisch einheit- 
lichen Tannaselésungen zu gelangen. Sauere und alkalische Reak- 
tion bei erhéhter Temperatur zerstéren die Esterase weitgehend, 
wahrend sich die Tannase diesen Einfliissen gegeniiber als wesent- 
lich bestandiger erweist. Die Saurestabilitat der Esterase ist weit- 
gehend von der Herkunft des getrockneten Enzymmaterials, aus 
dem die Enzymlésungen gewonnen wurden, abhingig. Es ist daher 
nicht méglich, eine allgemein anwendbare Methode anzugeben, 
wie sich die Esterase der Pilze durch Saure zerstéren laBt. Gegen 
Alkali dagegen verhalten sich die Extrakte alle gleich. Durch kurzes 
Erwirmen bei p, 8,9 auf 40° wird die Esterase zerstért, wahrend 
der gréBte Teil der Tannase erhalten bleibt. Man kann auf diesem 
Wege zu Tannaselésungen gelangen, die vollig frei von Pilz- 
esterase sind. 

Zur Abgrenzung der Spezifitit der beiden Pilzenzyme gegen 
Leberesterase lieBen wir einen Pilzextrakt unter den von R. 
Willstatter und F. Memmen!) angegebenen Bedingungen auf 
buttersaures Methyl und benzoesaures Methyl einwirken. Es 
zeigte sich, daB die Fermentlésung gegen beide Substrate bei 
Py 8,9, vielleicht infolge der Pilzesterasezerstérung, wirkungslos 
war. Wir untersuchten nun, welche Substrate bei p,,5,0, dem 
Spaltungsoptimum von Tannase und Pilzesterase, von Leber- 
esterase hydrolysiert werden. Wie Tab. A zeigt, werden alle Ester, 
die kein phenolisches Hydroxyl enthalten, bei dieser Wasserstoff- 
ionenkonzentration von Leberesterase gespalten. 

Kinen ganz anderen Spezifititsbereich konnten wir fiir Tannase 
ermitteln. Alle untersuchten Ester, deren Siurekomponente nicht 
mindestens 2 phenolische Hydroxyle enthielt, von denen keins in 
Orthostellung zum Carboxyl stehen darf, erwiesen sich als un- 
spaltbar. Es werden demnach von T'annase gerade die Ester 
hydrolysiert, die dem Angriff von Leberesterase widerstehen. Die 
comeueaiadne aus Tannase und Pilzesterase hydrolysieren alle unter- 


1) Diese Z. 138, 229 (1924). 
































Tabelle A. 


Spezifitat von Leberesterase, Pilzesterase und Tannase bei py, 5. 
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— wird nicht hydrolysiert, 
0 nicht untersucht. 


Ks ist daher wahischeinlich, daB die Spezifitat 


der Pilzesterase sich weitgehend mit der der Leberesterase deckt. 
Es wird jedoch erst dann méglich sein, die Spezifitiiten von Pilz- 
und Leberesterase genau zu vergleichen, wenn es gelungen ist, 
die Pilzesterase frei von T'annase zu erhalten. An der Spaltung 
der beiden untersuchten hochmolekularen Gerbstoffe Tannin und 
Chebulinsaéure scheinen sich Tannase und Pilzesterase, vielleicht 
auch eine Glucosidase zu beteiligen. Leberesterase vermag die 
Hydrolyse dieser Kérper nicht zu katalysieren. 

Chlorogensiure, das Depsid aus Kaffee- und Chinasiure, 
widersteht, trotzdem die Kaffeesiiure zwei phenolische Hydroxyle 
enthalt, dem Angriff der Tannase. Wir glauben dies darauf zuriick- 
fiihren zu miissen, daf in der Kaffeesiiure der hydroxylhaltige 
Benzolring noch durch zwei doppelt gebundene Kohlenstoffatome 


von der spaltbaren Esterbindung getrennt ist. 


Fiir den Angriff 


durch Tannase scheinen deshalb zwei phenolische Hydroxyle nétig 
innerhalb des Ringes, der unmittelbar die zu hydrolysierende Ester- 
bindung trigt. Die alkoholische bzw. phenolische Komponente 


des zu spaltenden Esters ist fiir die Spezifitiit belanglos. Es ge- 
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niigt nicht, wenn das veresterte Benzolderivat zwei oder mehrere 
phenolische Hydroxylgruppen trigt, wie die Nichtspaltbarkeit von 
Pyrogallolmonoacetat durch Tannase beweist, wenn diese Gruppen 
der nicht sauren Komponente des Esters angehdéren. 

Zusammenfassend ist zu sagen: Um von Tannase hydroly- 
siert zu werden, mu8 die Siurekomponente eines Esters mindestens 
zwel phenolische Hydroxylgruppen enthalten. Die veresterte Carb- 
oxylgruppe mu8 direkt an den oxydierten Benzolring gebunden 
sein, und darf nicht in Orthostellung zu einem der phenolischen 
Hydroxyle stehen. 

Wir untersuchten eine groBe Anzahl von Naturprodukten, 
insbesondere Gallen auf ihren Gehalt an Tannase. Wenn die 
meist gerbstoffreichen Kérper iiberhaupt Tannase enthielten, so 
waren die Enzymmengen zu gering, um brauchbare Ferment- 
lésungen gewinnen zu kénnen. Auch tierisches Material wurde 
auf seine gerbstofispaltende Kraft untersucht. Glycerinausziige 
aus Magen, Darm, Niere, Leber, Milz, Pankreas und Galle von 
Schweinen und Kialbern erwiesen sich gegeniiber Gallussiure- 
methylester als véllig unwirksam. Das Vorkommen der Tannase 
scheint daher aufs Pflanzenreich beschriinkt. GréBere Mengen 
des Enzyms finden sich auch hier nur in Bakterien, die sich vor- 
wiegend von Gerbstoffen ernihren. 


Experimenteller Teil. 


Bestimmungsmethode. Von der von K. Freudenberg und 
Th. Frank (a. a. O.) angegebenen Bestimmungsmethode konnten wir ab- 
weichen, weil die Aufarbeitung der bei der Hydrolyse der Gerbstoffe ent- 


Tabelle 1. 


Titration von m/50-Gallussiure in Gegenwart von m/50-Gallussiuremethyl- 
ester und m/5-Sekundircitrat nach Sérensen mit n/10-Natronlauge. 











ecm Lauge- ry; shine napeteny entspricht 
Gallussiiure- wine verbrauch bei Zusatz von Spaltung in 
methylester Gallussiure be aie 5ecm Citrat*) 0, 

in ccm 

4,375 0,625 0,13 1,34 121/, 

3,75 1,25 0,26 1,45 25 

3,125 1,875 0,37 1,56 371/, 

2,5 2,5 0,50 1,71 50 

1,875 3,125 0,62 1,83 62'/, 

1,25 8,75 0,75 1,93 15 

0,625 4,375 0,87 2,09 87'/, 

0 5 1,01 2.18 100 














*) 5ccem m/5-sekund. Citrat nach S6rensen verbrauchen 1,20 cem n/10-NaOH. 
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stehenden Spaltstiicke zunichst nicht in unserer Absicht lag. Der Verlauf 
des enzymatischen Abbaues siimtlicher von uns untersuchter Substrate 14Bt 
sich verfolgen durch Titration mit n/10-Natronlauge auf py, 7 bei Verwendung 
von Bromthymolblau als Indicator. Es besteht Aquivalenz zwischen ent- 
stehender Siure und Laugeverbrauch auch in Gegenwart von Puffer. 


Tabelle 2. 


Titration einiger Siuren mit n/10-Natronlauge. 













































































Y : a a ee 
' z ' é ' S 4 ' 8 c r : a 5 e “er 
2 bis [oS es] ool o al 2] 21/2] 2] 8] 2 = 
= ol1Kol/ ZX olosis el & © @ Fe 2 im ® 
Pos = eo 1Oq0]/O 6] 2 2 tan} ® S oO —] 3) S 
” BR oS /aS[e2es/ s] Se] 2] Be] a] 2] & 
5 Fy a ie “le¢]/2)/4/12 o 3 
Lauge- 
verbrauch 0,97 | 0,98} 0,99 | 0,97 | 0,98 | 0,98 | 0,97 | 0,99 | 0,99 | 0,98 | 0,99 | 0,01 
in ecm 
Lauge- 
verbrauch 
mit 5 eem 2,17] 2,18] 2,18 | 2,19 | 2,18 | 2,19 | 2,18 | 2,19 | 2,19 | 2,10 | 2,19 | 1,23 
Citrat*) | 
in ecm 
*) Angewandt je 5 ccm m/50-Sidure. 
Tabelle 3. 
Titration der Methylester der angegebenen Siuren mit n/10-Natronlauge. 
© © o| , 21 rs ss | © o | a 
5 :31.5|.2/5.|.4] 2] 2] BIE] 2121 8 
a=) pp iss b's be 29 é @ a iB it & is is g 
S SS los[os az es] 2] 3s] z=] &] S$] Ss] & 
% PS /os/asia743| 41 3)/2]/ 8] a] 2] s 
oe 1 _— — - 
7 Z| 3] SJu] spo] e]/o a] a]ala 
Lauge- | 
verbrauch 0,01 | 0,02 | 0,01 | 0,03 | 0,04 | 0,06 | 0,04 | 0,01 | 0,00 | 0,01 | 0,02 | 0,00 
in ecm | 
Lauge- 
verbrauch 
mit 5 eem 1,22] 1,21] 1,20] 1,23} 1,23 | 1,25 | 1,25] 1,20] 1,20] 1,21 | 1,20] 1,21 
Citrat*) 
in eem 






































*) Angewandt je 5 cem m/50-Ester, soweit in Wasser schwer loéslich, 
durch Acetonzusatz bis zu 12°/, in Lésung gebracht. 


Tab. 3 zeigt, daB man den geringen Fehler, den der Eigenverbrauch 
einiger Ester bedingt, mit in Kauf nehmen kann, besonders, weil es schon 
aus kinetischen Griinden angezeigt erscheint, die Hydrolyse nur bis 50°/, 


Aufspaltung durchzufiihren. 
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Tabelle 4. 


Titration von Gemischen aus m/50-Gallusséuremethylester 
und m/50-Gallusséure mit n/10-Natronlauge in Gegenwart von Puffer. 











Gallussaures 














sy : - 5 eem Gallus- 

+ Gallussiare — |1,25 cem] 2,5 ccm |3,75 eem] 5 cem siure 
« ,m/5-Glykokoll 
a] —Salzsdure 1,00} 1,27 _ — 2,01 2,3 
ao 3 
25 Pu 2; 
=| m/25-Acetat 
% &) —Essigstiure |; 1,90] — 2,42 — 2,88 3,8 
4 at Pu 3,8 
3° m/5-Acetat 
3~ | —Essigsiiure |} 0,44] 0,67 0,89 1,14 1,39 5,8 

Pu 6,2 




















Zur Untersuchung sdmtlicher Enzymlésungen auf ihren Gehalt an 
Tannase bzw. Pilzesterase wandten wir folgende Methode an: 25 cem m/50- 
Substratlésung, die nach Bedarf vorher mit NaOH auf etwa py, 5,0 gebracht 
worden waren, wurden in Gegenwart von m/50-sek. Citrat nach Sérensen 
24 Stunden lang bei 40° der Einwirkung der Enzymlésung iiberlassen. Bei 
Beginn der Versuchszeit wurden 5 cem dieser Lésung herauspipettiert und 
mit n/10-NaOH mit Bromthymolblau als Indicator auf py 7,0 titriert. Nach 
Ablauf der Hydrolysenzeit wurden weitere 5 ccm in der gleichen Weise 
behandelt. Aus der Differenz der beiden Titrationszahlen errechnet sich dic 
Spaltung und zwar entspricht 1 ccm Acidititszuwachs der Durchspaltung 
des Substrates. 

Die Priifung simtlichen untersuchten Enzymmaterials auf Leberesterasc 
geschah nach der von R. Willstitter (a. a. O.) angegebenen Bestimmungs- 
methode. 


Abhangigkeit der Tannasewirkung von Wasserstoffionenkonzentration, 
Substratkonzentration und Temperatur. 


Die Kurve des zeitlichen Verlaufs der Gallussiure—Methyl- 
esterhydrolyse durch Tannase entspricht der der monomolekularen 
Reaktion. Wir verwandten zur Gewinnung von Kurve 11 und 
Kurve 21 einen esterasereichen Pilzextrakt A, wahrend Kurve 1 II 
und Kurve 2 II mit einem fast esterasefreien Enzymmaterial (B) 
gemessen wurde. 


Der Kurvenverlauf erweist sich als vdéllig gleichartig. Beide Spal- 
tungen folgen den Gesetzen der monomolekularen Reaktion. Es erscheint 
ratsam, die Enzymmenge jeweils so zu wihlen, daB nicht mehr als 50°/, 
des Substrates innerhalb der Versuchszeit gespalten werden. 


Bei der Ermittlung der optimalen Wasserstoffionen-Konzen- 
tration der Gallussiuremethylesterhydrolyse ist zu beriicksichtigen, 


Pu in Gegen. 
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daB die Spaltung bei einem noch weniger sauren p,, als 6 sich 
nicht mehr verfolgen laBt, weil die Oxydation des Substrates den 
Hydrolysenverlauf stért. Auch die Ermittlung der optimalen 
Wasserstoffionen-Konzentration der Tannase geschah mit den 
beiden oben erwihnten Enzymlésungen A und B. 


Wir finden ein Ansteigen der Spaltungsgeschwindigkeit bis p,, 5. Bei 
py 6 ergeben sich nahezu die gleichen Spaltungszahlen wie bei py 5. Die 
Hydrolyse von Phenylacetat durch Pilzextrakt zeigt ebenfalls ein flaches 
Optimum der Spaltungsgeschwindigkeit zwischen p,; 5 und py 6. Alle 
Spaltungsergebnisse wurden gewonnen bei einer Substratkonzentration von 
m/50-Gallussiuremethylester bzw. Phenylacetat. Die Hydrolysentemperatur 
war 40°, titriert wurde mit n/10-Natronlauge auf py, 7,0 mit Bromthymol- 
blau als Indicator. Alle folgenden Werte sind mit entsprechendem Ver- 
suchsansatz gewonnen. 
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Die sehr geringe Abhiangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit 
der Tannase von der Substratkonzentration beweist Tab. 5, deren 
Werte mit einer esterasefreien Tannaselésung ermittelt wurden. 
Die Versuche wurden, abgesehen von der Substratkonzentration, 
unter den iiblichen Bedingungen durchgefiihrt. 


Tabelle 5. 


Abhingigkeit der Tannasewirkung von der Substratkonzentration.*) 

















Konzentration des Gallus- Spaltung in ecm 
siuremethylesters n/10-NaOH 
m/100 0,40 
m/50 0,38 
m/20 0,33 
m/10 0,30 





*) Die Titrationsprobe enthilt 0,015 T.E. 


Die folgende Tab. 6 zeigt, daB die Spaltungsgeschwindigkeit des En- 
zyms mit steigender Temperatur zunimmt. Die Versuchszeit betriigt 1 Stunde. 
Wiahlt man die Versuchsdauer gréBer, so treten bei den héheren Tempe- 
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raturen Enzymzerstérungen auf. Da unseren Versuchen meist Zeiten von 
24 Stunden und dariiber zugrunde liegen, wihlten wir, trotzdem wir nicht 
beim Temperaturoptimum arbeiteten, 40°. 


Tabelle 6. 


Temperaturoptimum der Tannase 








Spaltung in °%, bei 


Hydrolysenzeit 
a o° | 0° 40° | 50° | 60° 











1 Stunde ake 30 | 88 47 


Festsetzung der Enzymeinheiten. 

Wir haben es fiir besser gehalten Freudenberg’s Tannase- 
einheit, die sich aus der Spaltung der Gallussiiuremethylestermenge, 
die 1 g Gallussiiure ergibt, herleitet, durch eine andere Kinheit 
zu ersetzen. Wir bezeichnen als eine Tannaseeinheit (T.E.) die 
Enzymmenge, die imstande ist, unter unseren Versuchsbedingungen 
1 Millimol Gallussiuremethylester in 50 ccm Wasser gelést in 
24 Stunden zur Hilfte zu spalten. Es ist eine T.E. = 0,17 TE. 
nach Freudenberg, wenn wir von den geringen Unterschieden 
absehen, die dadurch hervorgerufen werden, daB Freudenberg 
bei einer etwas andern Temperatur und Substratkonzentration 
arbeitet. Die Esteraseeinheit (E.E.) ist die Enzymmenge, die 
1 Millimol Phenylacetat, unter den gleichen Bedingungen wie die 
Tannase, zu 50°/, spaltet. 


Darstellung der Tannase. 


Die Darstellung unserer Enzymlésung geschah durch Extraktion des 
Mycels von Aspergillus niger. Alle zur Pilzzucht verwendeten Nihrlésungen 
wurden nach dem von K. Freudenberg und F. Bliime] (a.a. 0.) an- 
gegebenen Verfahren gewonnen. Wir iinderten jedoch, wie aus Tab. 7 
ersichtlich, die Zusammensetzung der Niihrijsung. Zur Animpfung der 
Gallenniihrbéden wurden Sporen verwendet, die wir durch 8 tigiges Stehen 
angefeuchteter Chinagallen bei 37° erhalten hatten. 


Tabelle 7. 


Zusammensetzung der Nihrlésungen in g pro 12 Liter. 








Be- Myroba-| China- | Tiirk. |Dikalium- 


zeichnung| lanen | gallen | Gallen | phosphat MgSO,(NH,),80,} Zucker 








A 600 — — 9 3 300 — 
B 600 — _ 9 3 300 600 
C 1200 = -- 20 10 800 “= 
D — 800 — 20 20 800 — 
E -— -—~ 1200 20 10 600 
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Jeder Nihrboden erzeugt 2—3 Pilzdecken, die sich in ihrem Tannase- 
gehalt nicht sonderlich unterscheiden. VergriéBerte Gerbstoffkonzentration 
yermehrt das Trockengewicht der jeweiligen Ernten erheblich. In Tab. 8 
geben wir die Gesamtmycelgewichte verschiedener Ernten auf unterschied- 
lichen Nahrb6den und den Tannasegehalt von 10 mg getrocknetem Mycel. 


Tabelle 8. 


Mycelgewicht und Tannasegehalt verschiedener Ernten. 














Nibr- Ce Gs % 
boden u.} A, | A, | A, | A, | A, | A, | C, | C, | C, | D, | D, | E, | E, | E, 
Ernte 











Trocken- 


gewicht — oe ; a 
i Mycels|(] »° | 5.01 6,5)4 |4 ]28 ]24 }22 }21 |19 | 39 


in g 


bo 
bo 


89 


Tannase- | 
Einheiten|} 0,4] 0,6 | 0,8 | 0,510,7]0,7] 0,4] 0,3] 0,3] 0,2} 0,1) 1,4] 1,4] 0,5 
in 10 mg} 












































Tab. 8 zeigt, daB der Tannasegehalt der Pilze auBerordentlich schwankt. 
Die besten Resultate gibt die von K. Freudenberg (a. a. 0.) angegebene 
Nihrlésung. In einer Pilzkultur, die mehrere Generationen lang auf zucker- 
reichem Niihrboden gewachsen war und mit deren Mycel eine zuckerfreie 
Nihrlésung geimpft wurde, konnten wir den Enzymgehalt auf 5 T.E. in 
10 mg Trockenpilz steigern. Um unsere Versuche mit gleichmiBigem Aus- 
gangsmaterial durchfiihren zu kénnen, haben wir jeweils gréBere Mengen 
Trockenpilze verschiedener Ernten miteinander vermischt und diese bei 
Bedarf extrahiert. Der Trockenpilz wurde zunichst im Verhiiltnis 1:20 
extrahiert. Es zeigte sich jedoch (vgl. Tab. 9), daB die gré8te Ausbeute an 
Enzym durch Anwendung der 10fachen Liésungsmittelmenge erzielt wurde. 








Tabelle 9. 
Abhingigkeit der extraktionsfihigen Tannasemenge von der Konzentration. 
10 mg Mycel, extrahiert mit eem H,O 0,05 0,1 0,2 0,5 
T.E. in 10 mg 0,8 0,8 0,7 0,4 














Extrahiert man das gleiche Pilzmaterial mehrmals nacheinander, so 
werden die nachfolgenden Extrakte erheblich tannaseiirmer. AuBerdem 
lésen sich gréBere Mengen Begleitstoffe mit. Aus diesen Griinden extra- 
hierten wir unsere Trockenpilze jeweils nur einmal. Auch die Extraktions- 
geschwindigkeit der einzelnen Pilzdecken ist groBen Schwankungen unter- 
worfen. In den meisten Fillen ist das Enzym in 24 Stunden vdllig in 
Lésung gegangen. Auch durch Anwendung von Alkali oder Siiure ist dem 
Pilz kein weiteres Enzym mehr zu entziehen. Bei den auf Gallennihrbéden 
gewonnenen Kulturen erhéht sich die Extraktionszeit allgemein. Bei héheren 
Temperaturen geht die Extraktion schneller vonstatten. Alle im folgenden 
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angefiihrten Versuche wurden mit griBeren Mengen getrockneten Pilz. 
materials verschiedener Herkunft durchgefiihrt, welche, wenn nicht be. 
sonders angegeben, im Verhiltnis 1:10 mit dem betreffenden Lésungsmitte| 
extrahiert wurden. Die Extraktionszeit betrug 24 Stunden, sofern nicht 
anders angegeben. 


Die Darstellung der Trockenpraiparate geschah durch Fiallung 
der Pilzextrakte mit Aceton und wenig Ather. Die Methode 
erwies sich als geeigneter als die von Freudenberg (a. a. 0.) 
angewandte Fallung mit Alkohol. Unsere Spaltwerte liegen er- 
heblich niedriger als die von Freudenberg angegebenen. Unser 
reinstes Priparat diirfte etwa die 20fache Aktivitit der besten 
Freudenbergschen Priparate aufweisen. 














Tabelle 10. 
Darstellung der Trockenpriparate. 
om ; T.E. in 1 mg | mg Trocken- r 
| priparat leem Lésung ‘9 

A 4 8,5 0,4 30 
A 3,5 0,7 so = 
A 4 2.2 0,3 20 
A 8,5 0,05 ie ae 
B 0,1 0,1 0,80 80 
B 0,1 0,07 1,5 80 
A 0,6 2 0,30 25 
A 1,3 0,9 _ _ 
A 2,4 0,7 i in 
A 1,0 0,3 2 60 
A 11 3,6 2,4 100 
A 8 4,4 2.4 8,5 
A 10 2,4 2 50 
A 10 2,4 2,6 60 
C 2,5 1 - 
C 3 0,8 2 55 
C 4 1,2 . a 














Kinen wesentlichen Anteil an der Erzielbarkeit guter Trockenpriiparate 
erscheint uns vor allem Alter, Nihrboden und Wachstumszustand des ver- 
wendeten Pilzmaterials zu haben. Inwieweit diese Einfliisse maBgebend 
sind, konnten wir nicht kliren. Im allgemeinen erweisen sich zuckerfreie 
Nahrbéden als geeignet, den Pilz so wachsen zu lassen, daB bei einer Ex- 
traktionskonzentration von 1:10 der Extrakt die besten Trockenpriiparate 
liefert. Die Freudenbergsche Mitteilung, daB die Trockenpriiparate jahre- 
lang haltbar sind, kénnen wir bestitigen. Aber auch die Extrakte lassen 
sich unter Toluolzusatz bei 0° bis zu einem Jahr aufbewahren, ohne da 
der Enzymverlust mehr als 25°/, betriigt. 
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Quotientenverschiebung zwischen Tannase und Esterase. 


























Wiirde Gallussiiuremethylester- und Phenylacetathydrolyse vom 
t gleichen Knzym bewirkt, so miBte der Quotient Q, der das Ver- 
hiltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten beider Substrate ausdriickt, 
konstant bleiben. Der Ubersichtlichkeit wegen nehmen wir fiir 
Gallussiuremethylester stets Durchspaltung an und setzen diese 
: : 100 or 
| gleich 100. Der Quotient Q = Fr den wir in unseren T'abellen 
Tabelle 11. 
Veriinderung von #& wihrend der Extraktion. 
Nihrlésung Extraktionsmittel “4 TE. EE. R 
pro ccm | pro ccm 
B H,O 20 6,0 2,5 42 
B m 20 4,0 1,5 37 
B Glycerin 20 0,24 0,06 25 
B H,O 20 6,0 1,5 50 
B * 2 3,2 0,6 19 
B a 20 4,0 0,7 18 
B 20 2,2 0,4 18 
C ” 20 3,0 0,6 22 
C - 20 4.0 2,5 63 
C i“ 20 8,0 2.0 25 
D ” 20 0,7 2,5 350 
D - 20 1,5 4.0 285 
) a 20 10,0 1,0 10 
E 20 15,0 0,75 5 
i 20 6,0 1,5 25 
C ~ 40 3,0 0,66 22 
} m/10-Sekundiircitrat | 40 5,0 1,4 28 
Pr 9,0 
C n/30-HCI 40 2,1 0,06 2,8 
C in 40 3,5 0,17 ) 
: C n/25-HC! 53 6,0 0,02 0,3 
C . 50 6,0 0,2 3,3 
} n/20-HCl 20 2,8 0,17 6 
C ss 40 3,5 0,07 2 
C - 50 2,6 0,02 0,7 
C - D9 U 0 — 
C ‘ 53 5,0 0,012 0,24 
C i 53 4,0 0,08 0,7 
C a 51 2,4 0,02 0,8 
C n/15-HCl 40 5,0 0,2 4 
C , 50 0,5 0,07 1,4 
C n/10-HC! 40 | 0 0 - 
Extraktionszeit 24 Stunden. Die Menge Extraktionsmittel betriigt 10 ecm 
pro g Mycel. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXIX. 4 
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verwenden, gibt demnach den Spaltungsgrad in Prozenten an, den 
die Enzymmenge gegen Phenylacetat als Substrat bewirkt, die 
unter absolut gleichen Bedingungen Gallussiuremethylester zu 


100°/, spaltet. (R - 1”). 























. | EE. 



































PH Zeit in eem|in ecm} “ Zeit Jin cem in cem| # 
0,5 55 0 0 sen _ —_ “ee 
1,2 5° 1,0 0,4 140 305 0,08 0,15 4190 
1,8 5° 1,8 0,8 {45 30" 1,25 0,5 40 
6,0 30" 1,8 08 |45] 21 Tg. 0,9 0,5 56 
7,0 100° 1,8 0,8 |45] 21 Tg. 1,8 0,8 45 
8,0 55 1,2 0,6 150 315 0,2 0,13 | 65 
9,0 a 0,76 0,26 | 34 $1° 0,08 0,07 | 87 
1/4% Gallus- 
siure 5 Tg. 1,6 0,7 | 44] 16 Tg. 1,1 0,45 | 40 
1°%/, Gallus- 
siiure 5 Tg. 1,5 0,5 |33] 16 Tg. 1,25 | 0,4 33 
50°/, Alkohol 4h 0 — -— — |— 
Tabelle 
Adsorption von Tannase 
Nach Adsorption 
pu der | - 
Adsorption eres Nee |______—.. i ~ , il = 
TE. | EE. | B | T.E. | EE. | R | TE. | EE R 
3 a | 2p 48) 1,5 0,7 | 47] 1,8 0,6 | 46 
5 28 | 1,4 | 50] 2,0 10 50] 1,4 0,7 | 50 
7 S11] 3p 148! ap 08 | 53} 1,2 0,6 | 50 
s —_ | — —| 0,7 0,3 43 | 0,5 0,2 | 40 





Tabelle 14. 








Adsorption von Tannase an Kaolin. 


























Nach 2maliger Adsorption 
Pa S.-i 2 R 
in cem | in ecm 
2 1,5 0,5 33 
4 2.1 0,8 38 
4,8 0,9 41 
5 2,1 1,0 48 
7 2,1 1,0 44 
2,2 1,0 ‘ 

















0,1 
0,2 














0,6 
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Das Wachstum des Pilzes selbst veriindert R schon nicht unbetrichtlich. 
Nimmt man jedoch statt Myrobalanen gemahlene Chinagallen') als Nihr- 
lésung (vgl. Tab. 9D), so kehrt sich das Verhiiltnis der beiden Enzyme 
zueinander nahezu um. Die Erhéhung der Temperatur auf 40° bewirkt 
keine wesentliche Veriinderung von R. Auch Sekundircitrat nach Sdrensen 
als Extraktionsmittel gleichwie Glycerin bewirken keine Quotientenver- 
schiebung. Alkalisches Medium bei der Extraktion zerstért die beiden 
Enzyme schnell und im gleichen Verhiltnis. Siiure jedoch schidigt die 
Esterase, besonders bei erhéhter Temperatur erheblich mehr als die Tannase. 
n/20-Salzsiiure bis etwa 50° vertriigt die Tannase, wihrend die Esterase 
nur zu 4/5.) erhalten bleibt. Diese Priiparate sind praktisch esterasefrei. 
Bei Anwendung von n/15-Salzsiiure in 40° bleibt die Tannase gut erhalten 
wihrend Erhéhung auf 50° 90°/, der Tannase zerstért. n/10-Salzsiure ver- 
nichtet schon bei 40° beide Enzyme. Tab. 11 zeigt, daB schon bei der Ex- 
traktion erhebliche Quotientenverschiebungen erreicht werden kénnen. Durch 
Behandlung der gewonnenen Extrakte ist es midglich, die Esterase noch 
weitgehender zu zerstéren. Vor allem erhilt man durch Behandlung der 
Extrakte besser reproduzierbare Ergebnisse, denn bei der Extraktion ist die 
Bestiindigkeit sowohl von Tannase wie von Esterase von Pilz zu Pilz ver- 
schieden, so da8 man jeweils Vorversuche anzustellen hat, welches Extraktions- 
mittel anzuwenden ist. 

Zuniichst untersuchten wir die Bestindigkeit der gelésten Trocken- 


priparate bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. Das zu allen 
Versuchen verwendete Trockenpriparat enthielt 1,8 T.E. und 0,9 E.E. im 























13. 
| an Tonerde C,, 
= ___ Je 2maleluiert mit; | 

; ae H,O | m/15-HCl ___ Phosphat pp8- © 

: T.E EE. | RF | TE | EE | R | TE | EEK | BR 
“as: | | ~ | of 0,00 | — | 0,06 0,1 si 
020 ; O58 | — | — —-_ |— 0,21 | 0,02 
06 | 006 | — | 0,15 -_m | — 0,06 0,1 os 
— | — | — | 005 | 0,00 | — | 006 | 0,02 -- 











Milligramm. Gelést wurde 1 mg im Kubikzentimeter des jeweiligen Lisungs- 
mittels. Alle sauren pq wurden mit HCl, der Neutralpunkt mit entsprechen- 
dem m/50-Phosphatpuffer, die alkalischen py mit Ammoniak—-Ammonchlorid- 
puffer eingestellt. Die Versuche wurden simtlich bei Zimmertemperatur 
durchgefiihrt (Tab. 12). 


Bei py 0,5 ist die Enzymzerstérung bald vollendet. py 9 vertragen 
die Enzyme besser. So lange der Enzymzerstérung nicht groBe Teile der 
vorhandenen Fermente anheimgefallen sind, ]iBt sich keine bedeutende 


1) Die Chinagallen wurden von der Fa. Byk-Guldenwerke Berlin (zackig 
gemahlen) bezogen. 


4* 
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Quotientenverschiebung erzielen. Wir ‘versuchten daher die Enzyme durch 
Adsorption an Tonerde bzw. Kaolin zu trennen. Adsorbiert wurden je 
5 cem eines Extraktes, der 5 T.E. und 2,5 E.E. im Kubikzentimeter enthielt 
(also R = 50), mit je 12 mg Tonerde C, bzw. mit je 2 ccm 2°/,iger Kaolin- 
lésung. Eluiert wurde mit je 5ccm des entsprechenden Elutionsmittels. 
Die sauren p;; wurden mit Salzsiiure, die alkalischen mit entsprechenden 
m/50-Phosphatpuffern eingestellt. 


Es zeigt sich, daB sich in bezug auf ihre Adsorptionsfihigkeit Ton- 
erde C,, und Kaolin ziemlich gleich verhalten. Ein Teil des Enzymgemisches 
wird adsorbiert, aber nahezu im gleichen Verhiiltnis, wie die beiden Enzyme 
in der zur Adsorption verwendeten Lésung vorhanden sind. 


Demnach treten wesentliche Quotientenverschiebungen nicht auf. Die 
Elution der adsorbierten Enzyme gelingt von der Tonerde, wie Tab. 13 
zeigt, nur zu einem sehr geringen Teil, wiihrend man aus den Kaolinad- 
sorbaten gar keine Enzyme herauseluieren kann. Es erschien uns daher 
ratsam, auf anderem Wege vorzugehen, um wenigstens die eine Komponente 
des Enzymgemisches frei von der anderen zu erhalten. Wie schon aus 
friiheren Versuchen dieser Arbeit hervorgeht, ist Esterase gegen sauere wie 
alkalische Einfliisse bei hherer Temperatur weit empfindlicher als Tannase. 
Diese schon bei der Extraktion hervortretende Eigenschaft des Enzyms 
bleibt auch in den Extrakten erhalten, und unter Ausnutzung dieser Er- 
kenntnis gelingt es, esterasefreie Tannaselésungen von guter Wirksamkeit 
zu erhalten. 


Siiure, Alkali, TemperaturerhGhung, Aceton und Alkoholzusatz, oder 
Dialyse einzeln angewendet, sind nicht imstande, die Esterase im ge- 
wiinschten Ma8e zu zerstéren. Erst durch Behandlung der Enzymgemische 
bei erhéhter Temperatur mit Siure oder Alkali gelingt es, bedeutende 
Quotientenverschiebungen hervorzurufen. Wir konnten jedoch feststellen, 
daB die Vernichtung der Esterase im sauren Medium groBen Schwankungen 
unterworfen ist, bedingt durch das jeweils verwendete Pilzmaterial. Um 
zu reproduzierbaren Ergebnissen zu gelangen, verwendet man Alkali bei 
héherer Temperatur. Die Verdiinnung der Extrakte (vgl. Tab. 15, Nr. 16 
bis 20) empfiehlt sich nicht, weil hierdurch die Bestindigkeit der Esterase 
erhéht wird. Zur Einstellung der gewiinschten Wasserstoffionenkonzen- 
tration verwendeten wir n-Ammoniak, Ammonchlorid, Puffer 1:1. Durch 
Anwendung von Puffer werden die LEinfliisse der EKigenaciditit des je- 
weiligen Extraktes ausgeschaltet, so daB man immer bei gleichbleibendem 
Pu (etwa py 8,8 bei 40°) arbeitet. 


Die Herstellung esterasefreier Tannaselisungen 
geschieht so, daB man 2 ccm eines Pilzextraktes mit 
1/, ccm des erwihnten Puffers versetzt und den Extrakt 
10 Minuten auf 40° erwirmt. Es empfiehlt sich dann, zur 
weiteren Aufbewahrung die Lésung mit Salzsiure auf p, 5 zu 
bringen. In diesem Zustand sind die Tannaseliésungen unter 
Zusatz von Toluol und bei kiihler Aufbewahrung monatelang 
bestandig. 
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Tabelle 


Zur Kenntnis der Tannase. 


15. 


Behandlung der Pilzextrakte.*) 



















1 g Mycel 
y extrah. | T Zeit Extrakt 
" Ne : enthiilt 
ecm 
:| H,O | 20/2 Tg. n/40-HCl 
2 ~ 20 |1 Tg.] */,°/, Gallussiure 
3 * 20 }1 ,, 1°/, Gallussiure 
r : 20 4% 8 
5{| » [ao] 2 Pa 
6 ‘~ 20; 15 50°/, Aceton 
7 » 20; 1° 50°/, Alkohol 
8 20] 35 Dialyse 
9 n/15-HCl 20 | 1 Tg. m/10-Puffer 
) : 20 } 1 m/5-Puffer 
: H,O | 40] 55 n/40-HCl 
13 |n/15-HCl] 40 {10 ,, n/3-NH, 
14 - 40 |30 ,, n/5-Ammoniak 
15 - 40 {30 ,, n/3-NH, 
16* » pea ‘ a m/5-Puffer 
17 ” ”? ? 
18* ” 40 ;20 ,, ” 
fis, 40 |25 ,, 3 
20° ” 40 }30 ,, ” 
21 ” 40 /10 ,, ” 
92| H,O | 50] 4° n/40-HCl 
23 * 50 | 45 Pu 5,D 
24 }n/15-HCl}] 50 | 25 n/40-HCl 
25 * 50 | 25 n/25-HCl 
26 |n/20-HCl} 50 | 25 n/10-HCl 
27 ™ 50 | 2° n/12-HCl 
28 }n/15-HCl] 50] 4° m/5-Puffer 
29 = 50 | 8h . 
3( 7 53 | 5h n/15-HCl 
31 H,0 55 | 2° H,O 
32 }n/15-HCl}] 55] 2" Put 
33 ‘ 55 | 2h Px 8 
34 e 65 | 28 n/15-HCl 
35 ”? 65 3h 99 
36 ” 65 6% ” 
7 os 65 | 7 

















Weiterbehandlung erleiden. 





Vor Behandlung 


: Nach Behandlung 














eeen| Len | R 
in ccm | in ccm) 
6,5 | 3,25! 50 
6,5 | 38,25/ 50 
6,5 | 38,25) 50 
6,5 3,25 | 50 
6,5 | 3,25] 50 
6,5 | 3,25] 50 
6,5 | 3,25) 50 
6,5 | 3,25| 50 
5,0 | 2,5 | 50 
5,0 2,5 | 50 
6,5 3,25) 50 
6,5 3,25 50 
5,0 2,0 | 40 
5,0 | 2,0 | 40 
5,0 2,0 | 40 
4,0 2,5 | 63 
4,0 2,5 | 63 
4,0 2,5 | 63 
40 | 25 | 63 
40 | 25 | 68 
5,0 | 2,0 | 40 
6,5 | 38,25) 50 
6,5 3,25} 50 
18 4,5 | 25 
25 10 =| 40 
25 10 =| 40 
4 0,12; 3 
4 2.5 | 63 
4 2,5 | 68 
5 2,5 | 50 
5 2,5 | 50 
5 2,5 | 50 
5 2,5 | 50 
5 2,5 | 50 
5 2,5 | 50 
4 1 | 25 
4 2,5 | 63 


*) Die Extrakte sind 1:10 verdiinnt. 





in cem | in cem 
6,3 | 8,15 
57 | a3 
59 | 2,7 
1,0 | 0,45 
1,0 | 0,40 
25 | 0,7 
3,0 | 1,0 
5,5 | 2,7 
1,5 | 1,0 
1,0 2,0 
5,0 0,4 
4,5 | 0,01 
2,5 0,02 
2,0 | 0,04 
2,5 | 0,07 
2,25 | 0,8 
2,0 0,17 
1,7 0,08 
1,7 | 0,075 
1,7 | 0,075 
23 | 0,02 
3,0 | 0,02 
6,2 3,1 
16 3,8 
20 7,0 
0,44 | 0,08 
3,5 | 0,03 
1,0 0,01 
1,0 | 0,01 
1,5 | 0,3 
1,5 | 0,75 
22 | 0,25 
0,5 | 0,25 
3,0 | 0,8 
0 ; O 
2,5 | 0,01 
1,5 | 0,03 


Rk 


Die folgende Tab. 16 gibt eine Ubersicht iiber die Verinderung, die 
die mit Puffer bei erhéhter Temperatur behandelten Extrakte bei ihrer 
Alle Versuche sind durchgefiihrt mit einem 
Extrakt, der durch Extraktion von 1 g Mycel mit 10 ccm verdiinnter Salz- 
siure 24 Stunden lang gewonnen war. Der Extrakt (A) enthielt 4 T.E. und 
2 E.E. im Kubikzentimeter, was R = 50 entspricht. 2 ccm dieses Extraktes 
wurden jeweils mit 0,5 ccm Puffer versetzt, dann jeweils mit Salzsiure auf 
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Pu 5 gebracht und wieder mit Puffer auf etwa p,, 8,9. Die Versuche, die 
mit + bezeichnet sind, wurden mit Extrakt durchgefiihrt, der mit der 
gleichen Puffermenge versetzt und dann 1:5 verdiinnt wurde. Die an- 
gegebenen Einheiten beziehen sich jeweils auf 1 ccm unvyerdiinnten Extrakt. 


Tabelle 16. 
Weiterbehandlung der Extrakte. 

















; Weiter- ; 7 | Nach Behandlung 
Nr. | behandlung | bei py | Zeit o nhc —- 2 
von Nr. T.E. E.E. 

1+ A 8,9 5 40 22 | 0,25 11 

2 A 8,9 5’ 40 22 | 0,02 0,9 

3 A 8,9 10’ 40 22 | 0,02 0,9 

4 3 5 10’ 40 2.2 | 0,02 0,9 

5 3 5 1° 20 1) we 36 

6 3 5 2% 20 2,2 | 0,8 36 

T+ 3+ 8,9 1 20 22 | 0,12 5 

8+ 3+ 3 i* 20 22 | 0,15 7 

9+ 3+ 5 1% 20 = (ee 36 
10+ 3+ 5 a 40 2,2 0,02 0,9 
11 3 5 1° 40 22 | 0,02 0,9 
12 3 5 gh 40 2,2 | 0,02 0,9 
13 3 5 24h 40 2,2 | 0,02 0,9 
14 11 5 24h 20 22 | 08 36 
15 12 5 24h 20 2,2 | 0,02 0,9 
16 13 5 24" 20 2.2 | 0,02 0,9 




















Tab. 16 zeigt, daB durch Behandlung bei py 8,9 die Esterase ver- 
schwindet. Es zeigt sich jedoch, daB die so behandelten Lisungen, wenn 
man sie auf py; 5 bringt und einige Zeit bei Zimmertemperatur stehen lift 
(Nr. 5, 6, 9) wieder eine erhebliche Spaltungsfihigkeit gegeniiber Pheny]- 
acetat erlangen. Bei 40° und py 5 geschieht diese Reaktivierung nicht 
(Nr. 10—13). Um aber die Reaktivierung endgiiltig auszuschlieBen, erweist 
es sich als notwendig, nach der Behandlung bei py 8,9, die sich wegen 
der Tannasezerstérung nicht tiber liingere Zeit als 10 Minuten ausdehnen 
1aiBt, die Lésungen noch mindestens 2 Stunden bei 40° und py 5 zu halten 
(Nr. 14, 15 und 16). Eine Erklirung dieses Vorgangs halten wir fiir schwierig. 
Es erscheint uns jedoch nicht ausgeschlossen, da8 es sich um Zerstérung 
eines fiir Esterase notwendigen Aktivators handelt. Wir sind damit be- 
schiftigt, diesen Aktivator zu suchen. 

Die Untersuchung der gewonnenen Enzyme auf ihre Wirksamkeit 
gegeniiber verschiedenen Substraten geschah unter den bei Beginn des ex- 
perimentellen Teiles gegebenen Bedingungen. Alle Zahlen der Tab. 18 
sind auf 0,1 ccm Enzymlésung auf den Versuchsansatz und 24 Stunden 
Spaltungszeit umgerechnet. Von den Trockenpriparaten wurde 0,25 mg im 
Ansatz verwendet. Die Zahlen der Tab. 19 sind mit den 10 fachen Enzym- 
mengen gewonnen. Tab. 17 gibt einen Uberblick, wie die verwendeten 
Extrakte gewonnen wurden. 

Alle enthalten 1g Trockenpilz bzw. Leber in 10 cem Extraktionsmittel. 
Der Glycerinauszug aus Leber wurde nach der Extraktion mit Wasser 1: 2 








Da 





Tabelle 17. 


Zur Kenntnis der Tannase. 







Darstellung der verwendeten Extrakte (1 g Mycel mit 10 cem Lésungsmitte)). 


























Extraktions- 






























Enzym- ‘ Extraktionszeit | Extraktions- 
lésung Nahrboden in Stunden | temperatur in ° mittel 
I C 24 20 H,O 
II C 24 20 n/15-HCl 
i+ C 24 20 n/15-HCl 
IV D 48 40 H,O 
V D 48 40 n/20-HCl 
VI A 24 20 H,O 
verdiinnt. II[+ wurde nach der Extraktion zur Zerstérung der Esterase 


der im letzten Abschnitt beschriebenen Behandlung mit Puffer unterworfen. 
Trockenpraparat I (T.P. I) wurde durch Fallung von Extrakt I gewonnen, 
wihrend T.P. II einem anderen hier nicht aufgefiibrten Extrakt von geringem 
Esterasegehalt entstammt. VI ist ein Wasserextrakt, der 1 Jahr im Eis- 
schrank unter Toluolzusatz aufbewahrt wurde. Der Esteraseverlust betrug 
etwa °/,, der an Tannase ungefahr '/, der vorhandenen Enzymmengen. 
Unter den fiir die Bestimmungen von Leberesterase von R. Willstitter 
(a, a. O.) angegebenen Bedingungen wirkten alle untersuchten Pilzextrakte 
auf Benzoesiuremethylester und Buttersiiuremethylester nicht ein. Die 
Untersuchung der meisten Substrate gelingt bei alkalischem py nicht, weil 
einesteils die phenolischen Hydroxylgruppen oxydiert werden, meist unter 
starker Verfirbung der Lésungen, anderenteils die Esterbindungen durch 
die herrschende Alkalitit bereits gelést werden. 


Tabelle 18. 


Spezifitit der Tannase. 




















Spaltung in '/,., cem n/10-Natronlauge 
Substrat ———— ikastietinnibineoune 
I | I | IV) V_ VI|T.P.1| T.P.IL | Leberextrakt 
— —— —_———— — Ta a 
Gallussaures Methyl} 42 45/12) 6, 6/30, 61 15 0 
Phenylacetat ... .) 18 20) 0/23 21; 7) 20 0,5 80 
Chebulinsiure* 18|20; 2); 4; 8}/—; — _ 0 
TO sok a 18|20; 4| 4; 4/15) 26 — | 0 
Digallussiiure. . . .| 83 | 84 | 22; — | — | 54 120 — 0 
Protocatechusaures | | | 
ae 35|42/14/ 4] 4/28) 56 11 ~ 
6-Resoreylsaures | 4 | 
a 0oj;—| 0} —j-|— 01; — 0,2 
+ Die Substratkonzentration ist 1/,°/, ig 





°° Unter Anwendung der 10 fachen Enzymmenge. 


Tab.18 zeigt, daB die Digallussiure am schnellsten von Tannase 
gespalten wird. Gleichfalls als typische Substrate der Tannase 
hat man Gallussiiuremethylester und protocatechusaures Methyl 





56 Dyckerhoff und Armbruster, Zur Kenntnis der Tannase. 


aufzufassen, weil das Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten 
der 3 genannten Substrate bei Verwendung aller Enzymlésungen 
stets das gleiche bleibt. An der Spaltung von Tannin und Che- 
bulinsiiure scheinen sich beide Pilzenzyme zu beteiligen, wahrend 
Phenylacetat nur von Pilzesterase gespalten wird. Leberesterase 
spaltet unter den gleichen Bedingungen nur Phenylacetat. 


Tabelle 19. 


Spezifitit der Tannase. 























Spaltung in 1/;9) cem n/10-Natronlauge 

Substrat 

I II IiI | Leberextrakt 
Salicylsaures Methyl .... . 0 0 0 3 
m-Oxybenzoesaures Methyl . . 1 1 — 3 
p-Oxybenzoesaures Methyl. . . . i 2 0 2 
Pyrogallolmonoacetat .... . 5 | 5& 0 — 
TS biG ss ee ew 2 | 8 0 230 
ey a a a 21 | 23 0 400 
Benzoesaures Methyl... . . me 4 0 230 
ee 0 0 0 70 
Benzoesaures Phenyl... . . 3 3 0 | 20 
Chinasaures Methyl. ..... . i oe 4 
Chlorogensiiure. ....... 4 6] CU J 0 
Kaffeesaures Methyl] ..... 10 | — 0 | 0 





Bei den schwerer spaltbaren Substraten der Tab. 19 ist es 
nicht leicht zu entscheiden, welches Enzym die geringen Spal- 
tungen verursacht. Salicylsiiure ist ganz unspaltbar, wihrend die 
beiden Oxybenzoesiuren erst in langen Versuchszeiten mit groBen 
Enzymmengen gespalten werden. Die iibrigen Substrate hat man 
als mehr oder weniger leicht spaltbare Substrate der Pilzesterase 
zu betrachten. Mit Ausnahme der hydroxylhaltigen Siuren spaltet 
Leberesterase alle Substrate der Tab. 17 gut. Chlorogensiure 
und kaffeesaures Methyl fiigen sich dem System nicht ein. Die 
Verschiedenheit der Chlorogensiiurespaltungsgeschwindigkeit durch 
Enzymlésung I und II 1aBt sich vielleicht so erklaren, daB durch 
die Salzsiurebehandlung im Falle II ein im Pilz vorkommendes 
drittes Enzym zerstért wird. Es wird unsere Aufgabe sein, die 
Esterase frei von Tannase zu erhalten und deren Spezifitatsbereich 
in seiner Abgrenzung gegen Tannase und Leberesterase fest- 
zulegen. Wenn die Darstellung der Esterase gelingt, kann man 
auch die restlose Aufklirung der seltsamen, bei der Ammoniak- 


behandlung auftretenden Reaktivierungserscheinungen in Angriff 
nehmen. 


























Zur Methodik der Kreatinphosphorsaure- Bestimmung. 


Von 


Otto Riesser und Anneliese Hansen. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der Universitat Breslau.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1933.) 


In einer Untersuchung iiber den Chemismus der Muskeln ge- 
wisser mariner Wirbelloser (vgl. nachfolgende Arbeit) hatten wir 
u.a. die Aufgabe, Kreatinphosphorséure neben Argininphosphor- 
siiure zu bestimmen. Die dabei erzielten Ergebnisse widersprachen 
in emem wichtigen Punkte den Angaben, die Needham und 
Mitarbeiter’) in einer schénen Untersuchung erzielten. Wir selbst 
fanden namlich in allen untersuchten Muskeln neben Arginin- 
phosphorsiure auch Kreatinphosphorsiure und zwar in einer 
Menge, die erheblich auBerhalb der Fehlergrenze der Methodik 
lag, wihrend die englischen Autoren in der Mehrzahl der Fille 
und auch zum Teil bei demselben Material wie wir es benutzten, 
Kreatinphosphorsiure durchaus vermiSten. 


Bei der Suche nach der Ursache dieser Verschiedenheit blieb als wich- 
tigster Punkt die Tatsache, daB Needham und Mitarbeiter die Kreatin- 
phosphorséure nach Fiske und Subbarow’) bestimmten, wahrend wir 
selbst die Methode von Lohmann und Jendrassik*) anwandten. Bei 
letztgenanntem Verfahren wird von dem unter Kilteanwendung gewonnenen 
Trichloressigsiureextrakt der Muskeln ein Anteil sofort in ammoniakalische 
Magnesiumcitratlésung gegeben und nach 24 stiindigem Stehen in dem mit 
Sdiure gelésten Niederschlag die priformierte anorganische Phosphorsiiure 
kolorimetrisch bestimmt. Ein zweiter Anteil des Extraktes wird direkt 
kolorimetriert und ergibt dabei die Summe von anorganischer und bei dem 
Verfahren sich aufspaltender Kreatinphosphorsiure. Die Menge der letzteren 
berechnet sich demnach aus der Differenz der beiden Analysenwerte. 

Fiske und Subbarow dagegen fillen in einem Teil des unter sorg- 
filtiger Kiihlung gehaltenen Filtrats, nach vorsichtigem Neutralisieren, durch 
Zusatz einer CaCl,-Lésung, die durch Sittigung mit Calciumhydroxyd al- 
kalisch gemacht wird, die anorganische Phosphorsiéure aus. Der zentri- 
fugierte und ausgewaschene Niederschlag wird nach Lésen in Schwefelsidure 


1) Needham, Needham, Baldwin u. Yudkin, Proc. Rog. Soc. B 
110, 260 (1931). 
*) Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. 81, 629 (1926). 
3) Lohmann u. Jendrassik, Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
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kolorimetriert und ergibt die anorganische Phosphorsiéure. In der yon 
Calciumphosphat befreiten Losung wird die Kreatinphosphorsiure dann 
direkt kolorimetrisch bestimmt. Fiske und Subbarow glauben, daB dieses 
Verfahren die anorganische Phosphorsiure sicherer und vollstindiger fille 
als die Behandlung mit Magnesiamischung. Meyerhof') hat sich dagegen 
von den Vorziigen des Fiske und Subbarowschen Verfahrens anscheinend 
nicht iiberzeugen k6nnen. 


Die Tatsache, daB wir in vielen Fallen Kreatinphosphorsiure 
feststellten, wo Needham und Mitarbeiter, nach Fiske und 
Subbarow arbeitend, nichts fanden, wiirde sich erklaren, wenn 
es zutrife, daB die Lohmannsche Methode die anorganische 
Phosphorsiiure nicht vollkommen auszufillen vermag. Die teil- 
weise nicht unerheblichen Ausbeuten an Kreatinphosphorsiiure, 
die wir erhielten, machen allerdings diese Annahme nicht sehr 
wahrscheinlich. Um indessen diese Frage zu kliren, die angesichts 
der Bedeutung der Kreatinphosphorsiure von allgemeinerem Inter- 
esse ist, haben wir an Muskeln von Fréschen sowie von Ratten 
beide Methoden nebeneinander verglichen. 


Die Muskeln wurden sofort nach der schnellen Praparation in fliissige 
Luft eingehiingt, in der sie 10 Minuten blieben. Sodann wurden sie unter 
fliissiger Luft im Mérser zu einem feinen Pulver zerrieben. Noch gefroren 
kam ein geniigender Teil des Breies in die mit Trichloressigsiiure beschickten 
und vorgewogenen Wiigeglischen, die sodann erneut gewogen wurden. Un- 
mittelbar danach wurde durch ein kleines Filter gegossen, was sehr schnell 
vor sich geht, und ein aliquoter Anteil des Filtrats kam sofort in das mit 
ammoniakalischer Magnesiumcitratlésung gefiillte Zentrifugenglischen. Nach 
24 stiindigem Stehen wurde der ausgeschiedene MgNH,PO,-Niederschlag in 
der vorgeschriebenen Weise zur kolorimetrischen Bestimmung verarbeitet. 
Ein zweiter Anteil diente zur Bestimmung der direkt bestimmbaren Phosphor- 
siure, d. h. der Summe von Kreatin- + anorganischer Phosphorsiure. Ein 
weiterer Teil desselben Trichloressigsiureextrakts wurde ebenfalls sofort 
unter Eiskiihlung mit NaOH neutralisiert und mit dem CaCl,-Reagens nach 
Fiske und Subbarow versetzt. 10 Minuten danach wurde unter weiterer 
Kiihlung zentrifugiert und ausgewaschen. Ferner wurden dann, genau ent- 
sprechend der Vorschrift von Fiske und Subbarow, im gelésten Nieder- 
schlag die anorganische und in der klar zentrifugierten Lésung die Kreatin- 
phosphorsiure kolorimetrisch bestimmt. 


Wir verfiigen iiber 5 Versuche am Frosch und 4 Versuche 
an der Beinmuskulatur von Ratten. In allen Versuchen sind 
Doppelbestimmungen gemacht worden. 

1. Froschmuskelversuche. Betrachtet man zuniachst die Ver- 
suche 1—3, bei der die Methode von Fiske und Subbarow unter 





1) O. Meyerhof, Die chemischen Vorgiinge im Muskel, Jul. Springer, 
Berlin 1930. 
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22. IV. 











Lohmann-Jendrassik 





Fiske-Subbarow 





5 
§ 


o 


a 


-~ 


o | 


in 


Direkt best. 
Anorgan. 











| Phosphagen 


| 


A 
— 

















0,1540 | 0,0969 | 0,0571 
0.1621, /0,0989 | 0,0632 


0,1769 | 0,0871 | 0,0898 

0,1828 | 0,0857 | 0,0971 
| 

0,1805 | 0,0736  0,1069 

0,1807 | 0,0716 | 0,1091 


| 
0,1618  0,0819 | 0,0799 
0,1618 | 0,0783  0,0835 


0,1793 | 0,0614 | 0,1179 
0,1791 | 0,0614 | 0,1179 





0,1639 
0,1742 


0,1371 
0,1378 


0,0819 | 0,0820 
0,0930 | 0,0812 


0,0670 | 0 0701 
0,0744 | 0, 0634 


0,1459 | 0,1161 | 0,0298 


0,1499 | 0,1227 (0,0272 
0,1442 | 0.0916 0,0526 








0, 1442 | 0,0933 0,0509 


Vinadiieiliels 


0,1662 | 0,1187 0,0475 
0,1705 | 0, 1247) 0,0458 


0,1743 | 0,0957 | 0,0786 
0,1730 0,1003 | 0,0727 
| | 


0,1845 | 0,0947  0,0898 
0.1965. 0,0975 | 0,0990 
0,1789 | | 0,0858 | 0,0931 
0,2056 | 0,1028 | 0,1028 


0,1829 | 0,0974 0,0855 
0,1838° 0,0944 | 0,0894 


0,1839 0,0761 | 0,1078 





Bemerkungen 








0,1868 | 0,0914 | 0,0954 
Rattenmuskeln 


0,1619 | 0,1174 
0,1614 | 0,1170 


0,1411 | 0,1024 
0,1380 | 0,1064 


0,0445 
0,0444 


0,0387 
0,0316 


0,1630 
0,1683 


0,1855 


0,1492 | 0,0138 
0,1531 | 0,0152 


0,1538 | 0. 0317 











0,1775 | 0,1442 | 0,0333 


| 


| 
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Ca-Fillung, steht 1 Stde. 


ohne Eis 


Ca-Fillung, sofort 


filtriert 


Nicht gekihlt 


im F.-S.-Versuch 


Ca-Fillung, steht 1 Stde. 


ohne Kihlung 


Ohne Kihlung 
im F.-8.-Versuch 


Ohne Kiihlung 
im F.-S.-Versuch 


sorgfaltigster Kinhaltung der vorgeschriebenen Kihlung ausgefihrt 
wurde, dann kann man eine leidliche Ubereinstimmung der beiden 











Methadiee feststellen. 


diesen Verhiltnissen die 
héhere Werte fiir anorganische Phosphorsiure liefert, 
Methode Lohmann und Jendrassik, daB aber der Gehalt an 
Phosphagen im wesentlichen nach beiden Verfahren der gleiche ist. 


Methode 


Immerhin ist deutlich, daB die Methode 
Fiske-Subbarow stets merklich mehr anorganische und ent- 
sprechend weniger Phosphagenphosphorsiure liefert als die Methode 
nach Lohmann undJendrassik. Deutlichere Unterschiede finden 
wir in Versuch 4 und 5. Hier hatten wir bei der Ausfiihrung des 
Fiske-Subbarowverfahrens die sorgfaltigste Eiskiihlung in allen 
Stadien der Analyse vernachlissigt. Es zeigt sich nun, dab unter 
Fiske-Subbarow zwar 


als die 
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Infolgedessen ist die Summe von anorganischer und Kreatin- 
phosphorsiure, die sich aus der Methode Fiske-Subbarow er. 
rechnet, merklich hoher als die direkt bestimmbare Phosphorsiiure 
nach Lohmann und Jendrassik. Dieser Wert ist aber sicher 
der richtigere, weil die kolorimetrische Bestimmung an sich absolut 
zuverlissig ist und unbedingt die Summe der beiden Fraktionen 
fassen muf. Daraus muB geschlossen werden, daB die Fraktion 
der anorganischen Phosphorsiure bei der Methode Fiske zu hoch 
ist. Immerhin ist dieser Fehler nur dann deutlich, wenn man 
die Kiihlungsvorschriften auBer Acht laBt. Da indessen auch bei 
absolut korrekter Ausfiihrung die Werte der Methode Fiske- 
Subbarow ein wenig héher liegen, als die nach Lohmann und 
Jendrassik gewonnenen, so wird man vermuten diirfen, daB auch 
in diesem Falle die richtigeren Werte von der letztgenannten 
Methode geliefert werden. 

2. In den Versuchen an Rattenmuskeln erkennt man nun, daf 
hier die Methode Fiske-Subbarow ganz extrem niedrige Phos- 
phagenwerte lieferte gegeniiber der Bestimmung nach Lohmann. 
Ganz gleich, ob man die EKiskiihlung vorschriftsmiBig durchfiihrt 
oder nicht, in allen Fallen liefert das Verfahren von Fiske- 
Subbarow nur etwa 50°/, der Phosphagenausbeute der Methode von 
Lohmann. Die anorganische Phosphorsiure ist dementsprechend 
bei Fiske-Subbarow sehr viel héher als bei Lohmann. 

Man kann kaum etwas anderes annehmen, als daB bei der 
Calciumbehandlung ein erheblicher Teil der Kreatinphosphorsaure 
aufgespalten und mit ausgefallt wird. Dariiber hinaus aber erkennt 
man in den ohne Dauerkiihlung ausgefiihrten Versuchen Nr. 8 und 9, 
daB die Summe von anorganischer und Kreatinphosphorsaure im 
Fiske-Subbarowversuch nicht unwesentlich héher ist als die nach 
Lohmann direkt bestimmte Summe. Dies fiihrt notwendig zu 
dem SchluB, daB bei ungeniigender Kiihlung die Calciumchlorid- 
lésung nicht nur anorganische, aus Kreatinphosphorséure ab- 
gespaltene Phosphorsaure ausfallt, sondern in geringem Umfang 
noch eine weitere Phosphorsiurefraktion, die bei der direkten 
kolorimetrischen Bestimmung nach Lohmann nicht erfaBt wird. 

Wir haben in je einem Versuch am Frosch und an der Ratten- 
muskulatur (Nr. 2 und 7), die nach Fiske-Subbarow mit Calcium- 
chlorid-Calciumhydroxydmischung versetzten Liésungen im Kontroll- 
versuch statt nur 10 Minuten 1 Stunde stehen lassen. Die dann 
erhaltenen Werte waren ganz unverindert. Diese Beobachtung 
lehrt, daB die in der Calciummischung anzunehmende Aufspaltung 
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der Kreatinphosphorsiiure sofort oder mindestens innerhalb der 
ersten 10 Minuten erfolgt. Im Froschversuch Nr. 3 haben wir einen 
Analysengang nach Fiske-Subbarow so durchgefiihrt, daB wir 
sofort nach Calciumfillung zentrifugierten, wihrend die Kontroll- 
fraktion wie tiblich 10 Minuten stehen blieb. Es trat kein Unter- 
schied auf. 

Bisher hat man stets angenommen, da8 die héchsten jeweils 
fir Phosphagen gefundenen Werte allemal als die besseren zu 
gelten hitten, da ja immer mit dem Zerfall der Substanz im 
Analysengang zu rechnen ist. Es liegt kein Grund vor, warum 
beim Vergleich der beiden von uns gepriiften Methoden diejenige 
nicht ebenfalls wieder die bessere sein sollte, die die héheren 
Werte ergibt. Davon abgesehen wird diese Beurteilung aber not- 
wendig, wenn man sieht, daB zum mindesten bei der Analyse der 
Rattenmuskulatur die Methode Fiske-Subbarow Werte liefert, 
die ohne Zweifel als viel zu niedrig und als falsch zu bezeichnen sind. 

Die absoluten Unterschiede zwischen den nach dem Loh- 
mannschen Verfahren und den nach Fiske-Subbarow erhaltenen 
Werten fiir den Froschmuskel betrug in unseren Versuchen bei 
Zugrundelegung der Mittelzahlen aus den Doppelbestimmungen 
0,0108°/, durchschnittlich, mit einem Maximum von 0,0136 und 
einem Minimum von 0,0058°/,. Wenn wir also bei gewissen 
Wirbellosen Werte von 0,03, 0,05 und sogar 0,1°/, Kreatinphos- 
phorsiure fanden, so kann dies nicht mit etwaigen Fehlern der 
Lohmannschen Methode erklairt werden. 


Zusammenfassung. 


Das von Fiske und Subbarow angegebene Verfahren der 
direkten Bestimmung der Kreatinphosphorsiure gibt beim Frosch 
Werte, die meist ein wenig niedriger sind als diejenigen, die man 
nach dem Verfahren von Lohmann und Jendrassik indirekt 
aus der Bestimmung der anorganischen, und der direkt bestimm- 
baren Summe von anorganischer und Kreatinphosphorsiure als 
Differenz errechnet. Bei Rattenmuskeln gibt die Methode Fiske- 
Subbarow dagegen um 50°/, kleinere Werte als die Loh- 
mannsche, anscheinend als Folge eines starken Zerfalls der 
Kreatinphosphorsiiure wihrend des Verfahrens. Wir schlieBen 
daraus, daB das Verfahren nach Lohmann und Jendrassik 
ganz allgemein als das zuverlissigere vorzuziehen ist. 
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Chemisch-analytische Untersuchungen 
an Muskeln von marinen Avertebraten. 
Von 
Otto Riesser und Anneliese Hansen. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller-Foundation.]} 





(Aus der Zoologischen Station zu Neapel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juni 1933.) 


Vor einigen Jahren haben wir’) im Rahmen einer verglei- 
chenden physiologischen und pharmakologischen Untersuchung in 
den Muskeln einer Reihe wirbelloser Meerestiere nach der Em)- 
denschen gravimetrischen Methode, die direkt bestimmbare (A) 
und die nach 2 stiindigem Stehen bei 40° mit 2°/, igem Bicarbonat 
sich abspaltende Phosphorsiure (B) bestimmt. Aus der Differenz 
ergab sich der Wert, den Embden damals als _,,Lactacidogen“, 
Hexosediphosphorsiure, betrachtete. AuBerdem wurde nach dem 
von Hirsch-Kaufmann beschriebenen Verfahren die Milchsiure 
in beiden Fraktionen analysiert. 

Wahrend die Milchsiurewerte erhebliche Schwankungen auf- 
wiesen, zeigte es sich, da8 die Phosphorsiiurewerte, besonders die 
B-Phosphorsiéure, innerhalb der gleichen Art gut iibereinstimmten 
und sich fiir verschiedene Arten der GréBe nach in Reihen ord- 
neten, die phylogenetischen Unterteilungen in sehr interessanter 
Weise entsprachen. 

Zu der Zeit, als jene Untersuchungen ausgefiihrt wurden, 
war von den meisten Phosphorsiureverbindungen des Muskels 
noch nichts bekannt. Die villige Umstellung, die durch die Be- 
funde von Eggleton sowie von Lohmann auf dem Gebiete des 
Muskelchemismus sich seither vollzog, machte es dringend er- 
wiinscht, die Chemie der Avertebratenmuskeln mit den neuen 
Methoden und auf Grund der neu gewonnenen Erkenntnisse noch- 
mals genauer zu studieren. 

Wir haben daher gelegentlich eines neuerlichen Studien- 
aufenthaltes an der Zoologischen Station zu Neapel, den wir der 
Rockefeller-Foundation verdanken, in den Muskeln einer Anzahl 
verschiedener Klassen von Wirbellosen folgende Fraktionen ana- 





1) Riesser, Arch. f. exper. Path. 120, 282 (1927); 134, 1 (1928). 
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lysiert: Kreatinphosphorsiure nach Lohmann und Jendrassik’), 
Argininphosphorsiiure nach Meyerhof?), Pyrophosphorsiure nach 
Lohmann’), Hexosephosphorsiiure nach Embden*) und Glykogen 
nach Frank und Foerster.®) 


Methodik. 

Ks erwies sich als sehr wertvoll, da8 wir mit fliissiger Luft 
arbeiten konnten, deren nicht immer leichte Beschaffung wir den 
Bemiihungen von Herrn Prof. Dohrn und Dr. Califano verdanken. 
Besonders die Argininphosphorsiure erweist sich gegen ungeniigende 
Kiihlung als sehr empfindlich. Es wurden also die Muskeln sofort 
durch EKintauchen in fliissige Luft (10 Minuten) abgetétet und 
sodann unter mehrfach erneuter Zugabe von flissiger Luft zu 
einem feinen Pulver im Morser zerrieben. Bei manchen Schnecken- 
muskeln gelang die Zerkleinerung nur unvollkommen, weil sie zu 
stahlharten Stiicken von hoher Elastizitiit gefroren, die dem Zer- 
reiben groBen Widerstand boten. Der zuletzt nochmals mit 
fliissiger Luft angeriebene Brei wurde sofort auf die mit 5°/,iger 
Trichloressigsiure vorgewogenen Wigeglischen verteilt und nach 
erneutem Wigen 10 Minuten in Eis stehen gelassen. Von dem 
schnell filtrierten eiweiBfreien Filtrat kam ein geniigender Anteil 
sofort in die ammoniakalische Magnesiamischung und blieb damit 
bis zum folgenden Tag stehen. Die colorimetrische Bestimmung 
des in dem Schwefelsiure—Molybdinreagens gelisten Niederschlags 
nach Fiske und Subbarow ergab die priformierte anorganische 
PO, (I). Eine zweite Probe des Trichloressigsiurefiltrats wurde 
sofort colorimetriert und lieferte als direkt bestimmbare P,Q, die 
Summe von Kreatin und anorganischer Phosphorsiiure (U1). Eine 
dritte Probe des Trichloressigsiurefiltrats wurde mit Wasser auf 
das 3fache verdiinnt (1 ccm + 2 ccm Wasser) entsprechend n/10- 
Siure und bei 34—35° bis zum folgenden Tage stehen gelassen. 
Die colorimetrische Bestimmung ergab einen Wert II, aus dem nach 
Abzug von II sich die Menge der Argininphosphorsiure errechnet. 
Kine vierte Probe wurde nach Zugabe des gleichen Volumens n/2-HCl 
7—10 Minuten lang im kochenden Wasserbade erwarmt und lieferte 
den Wert IV. Nach Abzug von III erhilt man den Gehalt an Pyro- 
phosphorsaure. Kine besondere Probe des Muskelbreis diente 
zur Bestimmung der Hexosephosphorsiure nach dem von 


) Biochem. Z. 178, 419 (1926). *) Arch. di Scienze biol. 12, 536 (1928). 
8) Biochem. Z. 202, 466 (1928). ‘) Diese Z. 179, 31 (1926). 
*) Biochem. Z. 159, 48 (1925). 
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Embden beschriebenen Verfahren. In weiteren Proben wurdey 
schlieBlich das Glykogen sowie der Gehalt an Wasser bestimmt, 

Meyerhof!) hat in einer Untersuchung, die in der Fest- 
schrift fir Botazzi verdffentlicht ist, als erster Phosphagen- 
bestimmungen in den Muskeln niederer Tiere ausgefiihrt, und zwar 
hauptsachlich vom Gesichtspunkt der erstmalig von Kutscher?) 
aufgestellten Anschauung, dab Kreatin erst im Muskelsystem der 
Wirbeltiere auftrete, bei den Wirbellosen aber durch Arginin yer- 
treten werde. Dementsprechend fand Meyerhof zwar Arginin, 
aber keine Kreatinphosphorsiiure in den Muskeln von Crustacee, 
von Holothuria, von Stichopus sowie in denen Sipunculus nudus. 
Uberhaupt kein Phosphagen fand dagegen Meyerhof in den 
SchlieBmuskeln von Pinna und von anderen Muschelarten sowie 
in der Mantelmuskulatur der Cephalopoden. 

Wahrend unseres Neapeler Aufenthalts wurde uns die schéne 
Untersuchung von Needham, Needham, Baldwin und Yud- 
kin*) bekannt, in der eine gréSere Zahl von wirbellosen Meeres- 
tieren auf ihren Phosphagengehalt analysiert wurden. Dabei 
stellte sich unter anderem heraus, da8 in den Muskeln von See- 
igeln und von Balanoglossus, im Gegensatz zu allen anderen 
untersuchten Muskelarten, Kreatinphosphorsiiure vorhanden ist, 
und es konnte das Kreatin auch als solches sicher nachgewiesen 
werden. Neuestens berichtet Greenwald‘), daB er in den Gonaden 
von Seeigeln und Tunicaten Kreatin in betrichtlichen Mengen fest- 
stellen konnte.5) Damit ist die Regel von Kutscher durchbrochen. 

Entgegen den Angaben von Meyerhof finden Needham und 
Mitarbeiter nicht unbetrichtliche, wenn auch sehr stark wechselnde 
Ausbeuten an Argininphosphorsiure auch in der Mantelmuskulatur 
von Cephalopoden. 

Im Hinblick hierauf miissen wir vorausgreifend feststellen, 
daB wir in simtlichen untersuchten Muskeln eine Kreatinphosphor- 
siurefraktion erhielten und zwar zum Teil in einer Ausbeute, 
die weit auBerhalb méglicher analytischer Fehler liegt. Wenn 
Meyerhof in seiner kleinen Versuchszahl Kreatinphosphorsiure 
und vielfach Phosphagen iiberhaupt vermiBte, so mag das mit 

1) Arch. di Scienze biol. 12. 536 (1928). 

*) Kutscher u. Ackermann, Z. f. Unters. y. Nahr. u. GenuBmitteln 
13, 182 (1907); Kutscher, Z. Biol. 64, 240 (1914); Kutscher u. Acker- 
mann, Diese Z. 199, 266 (1931). 3) Proc. royal. Soc. B. 110, 260 (1931). 

*) Verh. 14. Intern. Physiol. Kongre8, Rom 103, 1932. 


’) Vgl. auch Needham, Needham, Yudkin u. Baldwin, J. of 
exper. Biol. 9, 212 (1932). 
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ungiinstigen Versuchsbedingungen zusammenhingen. Aber auch 
Needham und Mitarbeiter haben in der Mehrzahl der Analysen, 
auch an solchem Material, wo wir positive Befunde haben, keine 
Kreatinphosphorsiure erhalten. 

Man wird gewiB sagen kénnen, da die bisher geiibten 
Methoden schwerlich eine absolut scharfe Scheidung der ver- 
schiedenen Phosphorsiureverbindungen erméglichen. Auch ist 
der Einwand nicht unberechtigt, daB eine fiir den Froschmuskel 
ausgearbeitete Methode nicht ohne weiteres als fiir die Muskeln 
von Avertebraten zuverlissig arbeitend gelten darf. Indessen 
muB die Verschiedenheit unserer Befunde von denen der ge- 
nannten Forscher doch erklirt werden. Jahreszeitliche Unter- 
schiede mégen eine Rolle spielen. Das Datum der Needham- 
schen Versuche ist nicht angegeben. Die unseren sind im 
September und Oktober des Jahres 1932 ausgefiihrt bei einer 
durchschnittlichen Tagestemperatur von 28—30° im Zimmer. 

Man kénnte daran denken, da® wir durch Arbeiten mit 
flissiger Luft einen Vorteil hatten, der eine bessere Konser- 
vierung der Kreatinphosphorsiure erméglichte. Indessen ist die 
sehr sorgfaltige Kiihlung, die Needham und Mitarbeiter inne- 
hielten, sicher nicht weniger schonend. Auch hat sich, wie wir 
noch zeigen werden, erwiesen, daB Weglassen der fliissigen Luft 
zwar den Bestand an Argininphosphorsiéure, aber nicht den der 
Kreatinphosphorsiure bedroht. SchlieBlich bleibt festzustellen, 
daB Needham und Mitarbeiter die Kreatinphosphorsiure nach 
dem direkten Verfahren von Fiske und Subbarow’) bestimmten, 
wihrend wir das indirekte von Lohmann und Jendrassik?) 
vorzogen. Da Fiske und Subbarow eine ungeniigende Aus- 
fallung der anorganischen Phosphorsiure durch die Magnesium- 
citratlésung fiir méglich halten, wire dadurch unser Befund von 
Kreatinphosphorsdéure unsicher. Denn bei zu geringen Phosphor- 
siurewerten der anorganischen Fraktion kénnte eine Differenz 
gegeniiber der direkt bestimmbaren entstehen und Kreatinphosphor- 
siure vortiuschen. Gerade im Hinblick auf diesen Einwurf haben 
wir in einer kurzen, vorangehenden Mitteilung die Methode von Loh- 
mann und Jendrassik, sowie von Fiske und Subbarow am 
gleichen Material miteinander verglichen und sind zu dem Ergebnis 
gelangt, daB die Fiskesche Methode beim Frosch annahernd richtige, 
beim Kaninchen dagegen vollig falsche, viel zu niedrige Werte 





1) J. of biol. Chem. 81, 629 (1929). 2) Biochem. Z. 179, 419 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXIX. 5 
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Tabelle 1. 


Mittelwerte, geordnet nach absteigenden Gesamt-P,O,-Werten. 


liefert, so daB wir den nach Lohmann und Jendrassik zu er- 
haltenden Ziffern allgemein den gréferen Richtigkeitswert zu- 
weisen miissen. 


























Loligo,... 
Sepia,.... 
Oktopus,. . 
Sipunculus ,. 
Cardium,. . 
Haliotis, . . 
Murex, ... 
Holothuria, 





oder 


analysiert. 


siurewerte 





Direkt 
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- best. 


0/ 
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Ay 


- Anorgan. 
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0,4994 
0,4409, 
0,4026, 
0,2737 
0,2441 
0,1440 
0,0851 
0,0879 





0,36°/, P,O,. 
unserer neuen Versuche, 
Hydrolyse ergeben, so erhalten wir fiir Sepia den Durchschnittswert von 
Das ist ein sehr geringer Unterschied. 
Da die dlteren Versuche in zwei verschiedenen Jahreszeiten tibereinstimmend 


0,3381 
0,3338 
0,2557 
0,1375 
0,1105 
0,1073 
0,0598 
0,0425 





0,26538 
0,2843 
0,1832 
0,1087 
0,0722 
0,0856 
0,0513 
0,0280 





0,1228 
0,0495 
0,0725 
0,0350, 
0,0383 
0,0217 
0,0085 
0,0145 
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-. Arginin- 
Ft 


0,0596 
0.0652 
0,0786, 
0,1218 
0,0806 
0,0278 
0,0179 
0,0332 


0,0901, 
0,0795 
0,0564, 
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Hexose- | 


iO 
0,03138 
0,0306, 
0,0342, 
0,0419, 
0,0606, 


0,0518, 
0,0312, 
0,0769, 
0,0216, 
0,0531 
0,0089 
0,0794 
0,0122 





der Mittelwert errechnet wurde. 


geordnet (Tabelle 2). 


A. Cephalopoden. 


Es wurden sstets 


0,449/, P,O,, fiir Oktopus 0,40°,. 


die 


bei 


Im einzelnen finden wir folgende bemerkenswerte Resultate: 

Teile der Mantelmuskulatur 
In friiheren Arbeiten war gezeigt worden’), daB die nach 
Embdens gravimetrischem Verfahren bestimmte Phosphorsiure bei Sepia, 
als Vertreter der Dekapoden, 0,84°/, im Mittel betrigt, d.h. auf P,O, be- 
rechnet 0,61°/,, wiihrend die Oktopusmuskeln nur 0,5°/, H,PO, enthalten 
Vergleichen wir damit die 
sich 


1) O. Riesser, Arch. f. exper. Path. 120, 282, (1927); 134, 1 (1928). 





0,0576 
0,1588, 
0,7131, 
1,60 
4.60 
0,0983 
1,18 
1,98, 


Die Ergebnisse unserer Analysen haben wir tabellarisch an- 
In Tabelle 1 haben wir die Mittelwerte 
aller Analysen des gleichen Materials zusammengestellt und 
zwar in der Reihenfolge, die durch die GréBe der gesamten 
siureléslichen Phosphorsiure (Fraktion IV) gegeben ist. Sie zeigt 
die sehr erheblichen Unterschiede des Phosphorsiuregehalts der 
verschiedenen untersuchten Klassen sehr deutlich. 
iiberblick hat man den Eindruck, als ob mit sinkendem Gesamt- 
phosphorsiuregehalt auch die Menge der Kreatinphosphorsiure, 
sowie der Argininphosphorsiure fiallt, wihrend die Lactacidogen- 
(Hexose)phosphorsaure ansteigt. 


Im Gesamt- 


héchsten Phosphor- 
der stark sauren 
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substanz 


_c Trocken- 


26,87 
25,75 
28,05 
23,16 
24,86 
23,35 
27,57 
20,92 


Die Ziffern rechts unten geben jeweils die Zah] der Versuche an, aus welcher 
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ausfielen, andererseits die Werte fiir die Oktopusmuskulatur bei beiden 
Methoden nicht so stark voneinander verschieden sind, so bleibt die Frage 
offen, warum wir beim dritten Mal die héheren Werte fiir Sepia nicht er- 
reichten. Dab hier die Temperatur des Wassers eine Rolle spielt, wiire 
natiirlich denkbar und ebenso, daB Sepia dagegen empfindlicher ist als 
Oktopus. Das sind aber nur Erklirungsversuche. 

Reizt man die frei am isotonischen Hebel befestigten Muskelstiicke 
mit faradischem Strom direkt 5 Minuten lang, dann ergibt die Analyse in 
der Mehrzahl der Faille Abnahme sowohl der Kreatin- wie der Arginin- 
phosphorsiure, des Glykogens und, in den beiden darauf gepriiften Ver- 
suchen, auch das Pyrophosphats. 

In zwei von 5 Reizungsversuchen, Nr. 3 und 8, blieb die Kreatin- 
phosphorsdure unverindert. Argininphosphorsiure wurde auch in Versuch 3 
verbraucht, wihrend in Versuch 8 scheinbar sogar eine Zunahme sstatt- 
findet. Der tiberaus niedrige in diesem Versuch gefundene Anfangswert 
l1aBt indessen einen analytischen Irrtum vermuten. 

Versuch 1 ist deshalb interessant, weil er zeigt, daB im Gegensatz 
zum Gefrieren und Zerkleinern der Muskeln unter fliissiger Luft das Zer- 
schneiden mit der Schere, trotz Kiihlhaltung, zum Verlust der gesamten 
Argininphosphorsiure fiihrt, wihrend die Kreatinphosphorsiure sich als 
unveriindert erwies. Wir haben diesen Befund schon oben bei der Be- 
sprechung der Needhamschen Versuche erwihnt. 

B. Sipunculus nudus. Wir analysierten den Hautmuskelschlauch. 
Meyerhof fand erhebliche Mengen von Argininphosphorsiure in diesem 
Material. Needham hat hier nur einen Versuch verzeichnet, in dem die 
Kreatinphosphorsiiure fehlte. Da aber unter 7 Versuchen dieser Forscher an 
Nereis ebenfalls zwei sind, die keine Kreatinphosphorsiure enthalten und wir 
selbst auch unter 4 Versuchen an Sipunculus einen zu verzeichnen hatten, bei 
dem diese Fraktion fehlte, so sieht man, daB der Gehalt offensichtlich sehr 
inkonstant ist. Wir finden im Durchschnitt der drei positiven Versuche 
0,0350°/,. Die Argininphosphorsdure ist sehr hoch und betriigt bei einem 
Maximum von 0,1856°/, im Durchschnitt von vier Versuchen 0,1218°/,. Auch 
Pyrophosphorsiure findet sich in drei von vier Versuchen mit dem Durch- 
schnittswert von 0,0216°/,. Hexosephosphorsiure ist, wie in allen unter- 
suchten Muskeln, vorhanden, und ihre Menge beliuft sich auf 0,0419°/,. Der 
Glykogengehalt ist mit durchschnittlich 1,6°/, recht erheblich und iibersteigt 
in einem Versuch sogar 3°/,. 

Ein Reizversuch ergab geringe Abnahme der Argininphosphorsiure 
aber deutliche Vermehrung der Kreatinphosphorsiure. Auch Glykogen ver- 
iinderte sich nicht, dagegen verschwand die Pyrophosphorsiure vollstindig. 

Bei Sipunculus haben wir besonders noch zwei Versuche gemacht, in 
denen der eine Teil der Muskulatur nach Behandlung mit fliissiger Luft 
analysiert wurde, wiihrend der andere ohne besondere Kiihlung nach Zer- 
schneiden mit der Schere zur Verarbeitung kam. In beiden Versuchen 
verschwand die Argininphosphorsiure vollkommen in der schlecht gekiihlten, 
zerschnittenen Probe. Die Kreatinphosphorsiiure nahm in einem Versuch 
etwas ab. Im zweiten (Nr. 11) fehlte sie im Versuch mit fliissiger Luft 
vollig und erschien bei schlechter Kiihlung in einer Héhe, die dem Ver- 
lust an Argininphosphorsiure fast genau entspricht. Wir haben leider 
diesen merkwiirdigen Befund nicht weiter verfolgen kénnen. Die Pyro- 
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70 Otto Riesser und Anneliese Hansen, 





phosphorsiiure des Versuches 10 nahm in der nicht gekiihlten Fraktion er- 
heblich zu, in dem Versuch 11 nahm sie ab. Man hat den Eindruck. 
als ob bei der ungekiihlten Verarbeitung Verschiebungen der Fraktionen 
untereinander eintreten. 


C. Lamellibranchier. Zur Analyse gelangten die SchlieBmuskeln 
von Pinna und zwar getrennt nach ihrem weifen und grauen Anteil, die 
wir beide schon in einer friiheren Arbeit') mit alten Methoden priiften, 
ferner die FuBmuskeln von Cardium. Durchweg liegen die Ziffern fiir die 
Cardiummuskeln hoher, die tibrigens auch erheblich schnellere Bewegungen 
ausfiihren als die iiberaus langsam arbeitenden SchlieBmuskeln von Pinna, 
Die Werte fiir die verschiedenen Fraktionen liegen in beachtlicher Héhe 
und insbesondere ist an dem Vorhandensein der Kreatinphosphorsiiure, 
neben der allerdings viel reichlicher vertretenen Argininphosphorsiure, nicht 
zu zweifeln. DaB Meyerhof in denselben Muskeln iiberhaupt kein Phos- 
phagen fand, erwiihnten wir schon. Sehr hoch ist der Glykogengehalt; in 
einem Versuch erreichte er fast 7°/,, das sind etwa 28°/, bezogen auf 
Trockensubstanz. Bei Pinna liegen alle Werte, wie gesagt, tiefer, nur der 
Gehalt an Glykogen ist noch héher und erreicht in einem Versuch 9,7°/,, 
das sind etwa 40°/, der Trockensubstanz. Beim Vergleich des grauen 
Bewegungs- und wei8en Sperrmuskels ergibt sich, da8 die Ziffern fiir den 
grauen Muskel bei Arginin- und Kreatinphosphorsiure etwas héher liegen, 
wihrend die Pyrophosphorsiiure niedriger ist. Der Glykogengehalt ist im 
grauen Muskel beidemal betriichtlich gréSer. In unserer ilteren Arbeit 
war ebenfalls sowohl die Menge der Phosphorsiiure wie die der Milchsiiure 
im grauen Muskel héher als im weifen. Zu beriicksichtigen ist dabei die 
Tatsache, daB bei Pinna auch der Bewegungsmuskel sehr triige arbeitet, 
jedenfalls im Vergleich etwa zu den schnellen Schalenbewegungen von 
Pecten und Cardium. 


D. Gastropoden. Es folgen der Gréfe des Phosphorsiuregehaltes 
nach die Schneckenmuskeln, von denen die FuBmuskulatur der Haliotis 
und Murex Trungulus analysiert wurden. Bei recht geringen Kreatin- 
und Argininphosphorsiurewerten fallen die hohen Ziffern fiir Hexosephos- 
phorsiure auf. Die Beobachtung, da® Haliotis einen héheren Gehalt an 
Gesamtphosphorsiure hat wie Murex, stimmt mit unseren dlteren Versuchen ') 
gut iiberein. Beim Ausbleiben fliissiger Luft mubte eine Analyse, und zwar 
von Murexmuskulatur, ohne dieses Mittel durchgefiihrt werden (Versuch 20). 
Hier waren die Werte sowohl von Kreatin- wie von Argininphosphorsiure 
sehr klein, fiir Pyrophosphorsiiure sogar gleich null. Indessen finden wir 
im Versuch 21, der unter Anwendung ven fliissiger Luft ausgefiihrt wurde, 
ebenfalls einen minimalen Kreatinphosphorsiurewert und im Versuch 19 
vélliges Fehlen der Pyrophosphatfraktion. Es ist also nicht sicher, ob hier 
die geringere Kiihlung iiberhaupt etwas ausgemacht hat. 


E. Holothuria. Siimtliche Werte liegen in ganz ihnlicher Hohe 
wie bei den Schnecken. Auch Glykogen findet sich in diesen Muskeln 
in ziemlich betrichtlicher Menge, zum Teil iiber 2°/,, bezogen auf feuchte 
Substanz. 





1) Riesser, Arch. f. exper. Path. 134, 1 (1928). 
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Chem.-analyt. Untersuchungen an Muskeln von marinen Avertebraten. 7] 


Zusammenfassung. 


In den Muskeln einer gréBeren Zahl von wirbellosen Meeres- 
tieren wurden bestimmt: Kreatinphosphorsiure, Argininphosphor- 
sure, Pyrophosphorsiure, Hexosephosphorsiiure und Glykogen. 

Es zeigt sich, da8 in keinem Falle Kreatinphosphorsiure 
ganz vermiBt wird. Fast in allen Analysen ibersteigt indessen 
der Gehalt an Argininphosphorsiiure den an Kreatinphosphorsiure. 
Hexosephosphorsaure lie8 sich iiberall und zum Teil in erheblicher 
Menge analytisch nachweisen, auch Pyrophosphat war in allen 
untersuchten Muskelarten vorhanden. Glykogen fehlte niemals 
und erreichte bei den Muschelmuskeln sehr hohe Werte. 

Hinsichtlich des gesamten siureléslichen Phosphats erhilt 
man eine Reihe, in der die Cephalopoden mit etwa 0,45°/, P,O, 
an der ersten Stelle stehen, wihrend die Muskeln von Schnecken 
sowie von Holothuria, als Vertreter der Echinodermen, mit etwa 
0,1°/, an unterster Stelle sich einreihen. 














Isolierung von Tyrosy]-seryl-prolyl-tyrosin 


beim stufenweisen Abbau von Seidenfibroin (Bombyx mori), 


Von 


Emil Abderhalden und Alfred Bahn. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juni 1933.) 


Kiirzlich berichteten wir iiber die Gewinnung von Glycyl- 
seryl-prolyl-tyrosyl-prolin und Seryl-prolyl-tyrosyl- 
prolin beim stufenweisen Abbau von Seidenfibroin mittels n-Natron- 
lauge.') Aus dem mit Schwefelsiure angesiuerten Hydrolysat war 
mit 2°/,iger Phosphorwolframsiaure ein Niederschlag erhalten worden, 
von dem sich ein Anteil mit Amylalkohol—Ather zerlegen lieB. 
Das von der Phosphorwolframsiure befreite Produkt lieB sich 
mittels Mercurisulfat (Hopkinschem Reagens) in 2 weitere Anteile 
trennen.”) Nicht fallbar waren die beiden oben erwahnten Poly- 
peptide. Aus dem fallbaren Anteil isolierten wir ein tryptophan- 
haltiges Polypeptid, dessen Struktur zur Zeit noch nicht eindeutig 
aufgeklart ist, und ferner ein Tetrapeptid: Tyrosyl-seryl-prolyl- 
tyrosin. 

Aus 1 kg Seidenfibroin wurden nach 40stiindiger Hydrolyse 
mit n-Natronlauge [vgl. die Bedingungen, Diese Z. 210, 252 (1932)] 
250 g Phosphorwolframsaureniederschlag erhalten. Daraus gewannen 
wir nach der Zerlegung mit Amylalkohol—Ather bei verschiedenen 
Darstellungen 20—22 g Rohprodukt. Es wurde in 1,5 Liter 5°/, iger 
Schwefelsiiure gelést, mit etwa 600 ccm 5°/, iger Mercurisulfatlésung 

(in 5°/, iger Schwefelsaure) erschépfend gefallt (Dauer T0—80 Stun- 
den). Ergebnis: 20 g Niederschlag. Nach Zerlegung mit Schwefel- 
wasserstoff verblieben 6 g eines Produktes mit NH,-N:N = 1:5,5. 
Das Rohprodukt wurde nochmals in 1 Liter 5°/,iger Schwefelsiure 
gelést und mit 400 ccm 5°/,iger Mercurisulfatlésung fraktioniert 
gefallt. Nach 3 Stunden wurden 7 g Niederschlag abfiltriert, nach 
30 Stunden 9 g, nach 70 Stunden 3 g. Die Niederschlige wurden 


1) Diese Z. 210, 246 (1932). 
*) Diese Z. 210, 253 (1932). 
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Isolierung von Tyrosyl-seryl-prolyl-tyrosin usw. 73 


einzeln in bekannter Weise mit H,S zerlegt und hierauf nochmals 
mit entsprechenden HgSO,-Mengen gefallt. Die gesammelten 
Niederschlige der Fraktion A (Fallungsdauer 3—4 Stunden) lieferten 
1,7 g eines Produktes mit NH,-N:N=1:6,1. Es erwies sich als 
tryptophanhaltig. Die gesammelten Niederschlige der Fraktion B 
(Fallungsdauer bis 70 Stunden) lieferten 3,2 g eines tryptophan- 
freien Produktes mit NH,-N:N = 1:4,3 und 1:4,5. Aus dieser 
Fraktion erhielten wir das Tetrapeptid Tyrosyl-seryl-prolyl- 
tyrosin. 
Darstellung von Benzoylderivaten. 


Das erwihnte Rohprodukt, ein amorpher farbloser Kérper?), 
wurde in natronalkalischer Lisung erschépfend benzoyliert. Ob- 
wohl die Bedingungen bei verschiedenen Versuchen, soweit das 
iibersehbar ist, gleich gehalten wurden, erhielten wir das eine 
Mal eine Tetrabenzoyl- und das andere Mal eine Tribenzoy]- 
verbindung. Es waren, wie sich herausstellte, beim 1. Versuch 
neben der Aminogruppe die Oxygruppen der beiden Molekiile 
Tyrosin und die Oxygruppe des Serins benzoyliert worden, wih- 
rend beim 2. Versuch die letztere Gruppe freigeblieben war. Vel. 
hierzu weiter unten das iiber die Benzoylierung von Serin ent- 
haltenden Polypeptiden (Seite 75) Gesagte. 


Benzoylierungsversuch I. 0,5g Substanz, in 10 ccm n/10-Natron- 
lauge gelést, wurden mit 1,1 g Benzoylchlorid (etwa 8 Mol) und 25 cem 
n-Natronlauge unter Eiskiihlung innerhalb einer Stunde gekuppelt. Die 
Kupplung dehnten wir so lange aus, bis eine Probe der Kupplungsfliissig- 
keit keine Millonsche Reaktion mehr gab. Wihrend der ganzen Kupplung 
wurde die Kupplungsfliissigkeit ganz schwach alkalisch gehalten. Der 
gréBte Teil des Kupplungsproduktes fiel schon wihrend der Kupplung aus 
(0,6 g) (a). Beim Ansiiuern wurden noch 0,1 g erhalten (f). Das Filtrat 
neutralisierten wir mit Natronlauge und dampften dann zur Trockne ein. 
Aus dem verbleibenden Riickstand konnte kein in Wasser lisliches benzoy- 
liertes Produkt gewonnen werden [vgl. Kérper C, Diese Z. 210, 254 (1932)). 

Der Koérper a wurde erschépfend mit Petrolither ausgezogen. Es ver- 
blieb ein farbloses amorphes Produkt, das 4 Benzoylgruppen aufwies. 


2,420 mg Subst.: 5,630 mg CO,, 1,235 mg H,O. — 34,6 mg Subst. 
verbrauchten 1,5 cem n/10-H,SO,. 
Tetrabenzoyltyrosyl-seryl-prolyl-tyrosin: (C,,H,0,.N, 
+ 4H,O (1016,7). 
Ber. C 63,6 H 5,55 N 5,51 Gef. C 68,45 H5,58 N 6,03. 


1) [@]20* = — 13,7° (eine 3°/,ige wiBrige Lésung zeigte im Mikrorohr 
a=— 041% N= 11,3°/, (22,0 mg Substanz verbrauchten 1,8 ccm n/10- 
H,SO,). Beziiglich der Drehung ist zu bemerken, da teilweise Racemisierung 
nicht ausgeschlossen, ja sogar wahrscheinlich ist. 














Emil Abderhalden und Alfred Bahn, 


71,1 mg Substanz, in 5 ccm Pyridin gelést, verbrauchten nach Zusatz von 
0,2 cem 1°/,iger Phenolphthaleinlésung bis zur Neutralisation 1,7 eem n/10- 
NaOH (abziiglich Korrekturwert des Pyridins 0,1 eem) = 1,6 ccm n/10-NaOH, 
berechnet fiir Carboxylgruppe des Tetrapeptids 0,70 cem. Nach weiterem 
Zusatz von 5,2 ecm n/10-NaOH wurde die Lésung 3'/, Stunden im Brutraum 
stehen gelassen und die tiberschiissige Lauge mit 3,7 cem n/10-H,SO, zuriick- 
titriert. Verbraucht waren 1,5 ccm n/10-NaOH = Abspaltung von 2 Benzoy!- 
gruppen (berechnet 1,5 cem n/10-NaOH). 


Da bei der Anfangstitration des geschilderten Benzoylkérpers an n/10- 
NaOH etwa die doppelte Menge, wie berechnet, verbraucht war, lag die 
Vermutung nahe, da8 die OH-Gruppe des Serins ebenfalls benzoyliert war, 
und daf die Benzoesiure beim Zusatz von Lauge quantitativ abgespalten 
wurde (vgl. Vorversuche iiber die Benzoylierung von Serin und Serinpoly- 
peptiden 8. 75). 154,3 mg Substanz wurden daher in 5 cem Pyridin gelost, 
mit 5 cem n/10-NaOH versetzt und 2 Minuten stehen gelassen. Beim An- 
siuern der Lésung mit 5 n-HCl fiel ein farbloser Korper aus, der erschépfend 
mit Petrolither extrahiert wurde. Menge 110mg. Es war, wie aus dem 
folgenden Titrationsversuch hervorgeht, ein Tribenzoylprodukt isoliert worden, 
und zwar kann nur die an der Oxygruppe des Serins haftende Benzoylgruppe 
zur Abspaltung gekommen sein. [Die benzoylierten Oxygruppen des Tyrosins 
sind bekanntlich gegen n/10-NaOH widerstandsfihiger’).] 59,3 mg Substanz, 
in 5 ccm Pyridin gelést, verbrauchten gegen Phenolphthalein die fiir eine 
freie Carboxylgruppe berechnete Menge von 0,7 ccm n/10-NaOH. (Bei Ver- 
such I war die doppelte Menge verbraucht worden.) 

Nach weiterem Zusatz von 4cem n/10-NaOH und 3stiindigem Stehen 
im Brutraum wurden 2,6 ecm tiberschiissige n/10-NaOH zuriicktitriert; ver- 
braucht waren 1,4 cem n/10-NaOH = Abspaltung von 2 Mol Benzoesiure 
(berechnet 1,35 ecm n/10-NaOH). 

Eine Molekulargewichtsbestimmung des vorstehenden Tetrabenzoy]- 
kérpers nach der Methode Barger-Rast?*) konnte nicht durchgefiihrt 
werden, da mit Pyridin (0,05 molar und 0,03 molar) kolloide Lésungen ent- 
standen. 


Aus der bei der Titration gewonnenen Benzoesiiure liBt sich 
das Molekulargewicht annihernd bestimmen. 


Tetrabenzoylderivat 950 ber. 944 
Tribenzoylderivat 847 840. 


Eine Abspaltung von Benzoesiiure aus dem Tetrabenzoylprodukt (nicht 
aus dem Tribenzoylprodukt) findet auch bei dessen Trocknung im Vakuum 
bei 110° statt, wobei wahrscheinlich Konstitutionswasser zur Wirkung ge- 
langt. Die abgespaltene Menge war me8bar und entsprach einer Benzoyl- 
gruppe. AuBerdem wurden noch 3 Mol Wasser abgegeben. 

86,1 mg Substanz verloren bei 7stiindigem Erwirmen auf 110° in der 
Trockenpistole 9,7 mg Benzoesiiure (berechnet fiir 1 Mol 10,3 mg) und 4,6 mg 
Wasser (berechnet fiir 3 Mol 4,5 mg). 





1) E. Abderhalden u. H. Brockmann, Biochem. Z. 225, 428 (1930); 
E. Abderhalden u. A. Bahn, Diese Z. 210, 256, 262 (1932). 
*) Vgl. Handbuch d. biol. Arbeitsmetheden, Abt. III, Teil Ai, S. 746. 
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Wie die folgende Titration zeigt, handelte es sich um die an der Oxy- 
gruppe des Serins haftende Benzoylgruppe: 

63,2 mg Substanz, 6—7 Stunden in der Vakuumpistole bei 110° erhitzt, 
verloren 8,5 mg Benzoesiure, die sublimierte (Schmelzp. 121°), berechnet 
7,5 mg. 

Der Riickstand, der bei weiterem Trocknen keine Benzoesiure mehr 
abgab, wurde in 5cem Pyridin gelést und mit n/10-NaOH bis zur Neutrali- 
sation gegen Phenolphthalein versetzt; verbraucht 0,7 cem n/10-NaQOH, be- 
rechnet 0,66 cem. Nachdem ein Uberschu8 von 4 cem n/10-NaOH zur Lisung 
hinzugefiigt worden war, wurde sie 4 Stunden im Brutraum aufbewahrt. 
Zuriicktitriert wurden 2,5 cem. Mithin waren zur Abspaltung von Benzoyl- 
gruppen 1,5 ccm n/10-NaOH verbraucht (berechnet fiir 2 Mol Benzoesiiure 
1,35 eem n/10-NaOH). 

Die oben beobachteten Zersetzungserscheinungen zeigte auch Di- 
benzoylserin, wenn es nur kurze Zeit (etwa 3 Minuten) iiber den Schmelz- 
punkt (bis 130°) oder mit Wasserdampf einige Zeit auf 110° erhitzt wurde. 
Dibenzoyl-glycyl-tyrosin gab bei gleichen Bedingungen keine Benzoesiure ab. 

Benzoylierungsversuch Il. Die Benzoylierung des Ausgangs- 
materials wurde unter den auf 8. 73 angegebenen Bedingungen wiederholt. 
Angewandte Substanzmenge 0,4 g; Kupplungsdauer 40 Minuten. Das schon 
in schwach alkalischer Lésung ausgefallene Kupplungsprodukt (0,4 g) wurde 
mit Petrolither erschépfend extrahiert. Zur weiteren Reinigung wurde es 
in wenig Pyridin geliést und mit Ather fraktioniert gefallt. Die Benzoylierung 
war im Gegensatz zum Versuch I (S. 73) nicht vollkommen verlaufen. In 
der Hauptsache war, wie die folgenden Titrationswerte zeigen, ein Tri- 
benzoylderivat entstanden (das in geringer Menge wahrscheinlich noch durch 
andere Benzoylierungsstufen verunreinigt war). Die Oxygruppe des Serins 
war nicht benzoyliert worden. 

40,3 mg Substanz, in 5 cem Pyridin gelést, verbrauchten gegen Phenol- 
phthalein 0,55 cem n/10-NaOH; berechnet 0,48 ccm. Zur Lésung wurden 
4,05 eem n/10-NaOH hinzugefiigt. Nach 4stiindigem Stehen im Brutraum 
wurde der Uberschu8 an Natronlauge mit 3,10 ecm n/10-H,SO, zuriick- 
titriert: Zur Hydrolyse verbraucht 0,95 cem n/10-NaOH (berechnet fiir 2 Mol 
Benzoesiure 0,95 ecm n/10-NaOH). Bei liingerem Erhitzen der Substanz 
auf 110° im Vakuum wurde keine Benzoesiure abgegeben. 

32,2 mg Substanz verbrauchten 1,6 cem n/10-H,SO, = 6,969, N. Be- 
rechnet fiir Tribenzoyl-tyrosyl-seryl-prolyl-tyrosin (840,5) 6,65°, N. 

Das Auftreten verschiedener Reaktionsprodukte bei der Benzoylierung 
von Polypeptiden, die Serin und Tyrosin enthalten, gibt uns Veranlassung, 
Beobachtungen, die wir bei der Benzoylierung von Serin, Tyrosin 
und solehen Polypeptiden, die diese Aminosiuren enthalten, 
gemacht haben, mitzuteilen. Kuppelten wir Serin mit Benzoylchlorid in 
sodaalkalischer Lisung, so erhielten wir bei den yon uns gewihlten Versuchs- 
bedingungen N-Benzoylserin), beim Tyrosin Dibenzoyltyrosin und bei Serin 
und Tyrosin enthaltenden Polypeptiden zum gréBten Teil (Mono)-N-Benzoy]- 
produkte (trotz Uberschusses an Benzoylchlorid und langer Kupplungsdauer)’). 
In einzelnen Fillen gewannen wir auch Derivate, bei denen die Oxygruppen 





1) Vgl. auch E.Abderhalden u. F. Broich, Biochem. Z. 262, 321 (1933). 
*) E. Abderhalden u. A. Bahn, Diese Z. 210, 254 (1932). 
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benzoyliert waren (vgl. unten; auBerdem Kérper A, Diese Z. 210, 262). Die 

Kupplung in schwach natron-alkalischer Lésung fiihrte in allen Fiillen zu 
einer ersch6pfenden Benzoylierung (Besetzung der NH,- und der OH-Gruppe); 
jedoch beim Serin und diesen Baustein enthaltenden Polypeptiden’) nur 
dann, wenn eine bestimmte Alkalitit nicht unterschritten wurde, sonst trat 
wieder eine De-benzoylierung der Oxygruppe ein. Die leichte Verseifbar. 
keit der C,H,CO-O-CH,-Gruppe im Serin und der Serylgruppe lieB sich 
durch Titration in Pyridinlésung beweisen. Es wurde beim Zusatz von 
n/10-NaOQH nach der Neutralisation der freien Carboxylgruppe quantitatiy 
i Mol Benzoesaure abgespalten (vgl. das Verhalten des Tetrabenzoyltyrosy]- 
seryl-prolyl-tyrosins S. 74). Den gleichen Befund konnten wir beim Tri- 
benzoyl-glycyl-seryl-prolyl-tyrosyl-prolin erheben. 

Bei den Versuchen, die zur Aufklirung der Struktur des Pentapeptids 
Glycyl-seryl-prolyl-tyrosyl-prolin fiihrten, war bei der Benzoylierung in 
sodaalkalischer Lésung in der Hauptsache das (Mono)- N - Benzoylderivat 
entstanden.*) In geringer Menge erhielten wir bei einem anderen Versuch 
das bisher noch nicht beschriebene Tribenzoylderivat, bei welchem die 
Oxygruppe des Serins und Tyrosins benzoyliert war. Es schied sich wihrend 
des Kuppelns aus der eben noch alkalischen Liésung aus. Nach der Ent- 
fernung der freien Benzoesiure erhielten wir ein amorphes, farbloses, wenig 
in Wasser, Alkohol, Ather, dagegen in Pyridin lésliches Produkt. Millon-— ; 
nach Kochen mit Natronlauge +. 

52,4 mg Subst. verbrauchten 3,06 n/10-H,SO,. — 4,492 mg Subst.: 
10,08 mg CO,, 2,4 mg H,0. 

Tribenzoyl-glycyl-seryl-prolyl-tyrosyl-prolin: C,,H,,0,,N, + 3H,0. 

Ber. C 610 H58 N7,91 Gef. C 61,2 H 5,98 N 8,15. 

Beim Trocknen der Substanz im Vakuum bei 110° trat im Gegensatz 
zum Mono-(N)-Benzoylderivat*) Abspaltung von Benzoesdure ein. 

In Pyridinlésung wurde unter dem Einflu8 von n/10-Natronlauge nach 
der Neutralisation der Carboxylgruppe 1 Mol Benzoesiure abgespalten, ein 
zweites Mol nach 8 stiindiger Einwirkung eines Uberschusses von n/10-NaOH 
bei 37°. 

70,9 mg Substanz, in 5 ccm Pyridin gelést, wurden nach Zusatz von 
Phenolphthaleinlésung mit n/10-NaOH bis zum Farbumschlag versetzt. Ver- 
brauch 1,65 cem n/10-NaOH (berechnet fiir Carboxylgruppe 0,81 ccm), d. h. 

doppelt berechnete Menge (entsprechend Aufspaltung der C,H,-CO-.O-CH,- 
Gruppe des Serins). 

Nach weiterem Zusatz von 5 ccm Lauge wurde die Lésung 4 Stunden 
im Brutraum aufbewahrt und der Uberschuf an Natronlauge mit 4,15 cem 
n/10-H,SO, zuriicktitriert. Zur Hydrolyse waren 0,85 cem n/10-NaOH ver- 
braucht worden (entsprechend der C,H,-CO-O-C,H,-Gruppe des Tyrosins). 

Aus der Menge der abgespaltenen Benzoesiiure ergibt sich ein Mol.- 
Gew. von 850; berechnet 851,5. 


Hydrolyse des Tetrapeptids mittels Trypsins. 


3,5 g Substanz, in 200 cem sterilisiertem Wasser gelést, wurden mit 
15 ecem erepsinfreiem Trypsin (1,4 E) versetzt. Das Gemisch wurde im 





1) Vgl. auch E.Abderhaldenu. F.Broich, Biochem. Z. 262, 321 (1933). 
2) Diese Z. 210, 254 (1932). 5) Diese Z. 210, 255 (1932). 
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Brutraum aufbewahrt. Die schwach saure Lésung war zuvor mit ver- 
diinntem Ammoniak auf py 8,4 gebracht worden. Der zeitliche Verlauf 
der Hydrolyse wurde durch Bestimmung der NH,-Werte verfolgt. Nach 
40 Stunden wurde eine Aufspaltung von 43°/,, nach 80 Stunden eine solche 
yon 83%, und nach 120 Stunden von 104°, festgestellt. Nach jeder Be- 
stimmung wurden je 15 ccm Trypsinlésung zugefiigt. Die Berechnung der 
Aufspaltung bezieht sich auf die Ausgangslésung des Tetrapeptids. Ein 
weiterer Zusatz yon Trypsin bewirkte keine iiber den erwihnten Grad der 
Aufspaltung hinausgehende Hydrolyse. Ein weiterer Versuch verlief ganz 
ihnlich wie der soeben geschilderte. Die Verdauungsfliissigkeit wurde zu- 
nichst unter vermindertem Druck eingedampft. Es schieden sich Nadeln 
aus, die sich beim Aufnehmen des Riickstandes mit Wasser und lingerem 
Stehenlassen vermehrten. Ninhydrin- und Millonreaktion +. Ausbeute 0,5g 
(nach wiederholtem Aufnehmen mit Wasser). 

31,8 mg Substanz verbrauchten 1,75 cem n/10-H,SO, = 7,71°/, N; be- 
rechnet fiir Tyrosin 7,74°/, N. 

Der von Tyrosin befreite Riickstand wurde in sehr wenig Wasser 
aufgenommen und mit viel absolutem Alkohol versetzt. Dabei flockten 2,7 g 
eines farblosen, amorphen Kérpers aus. Gewisse Schwierigkeiten bereitete 
das vom Trypsinzusatz herstammende Glycerin. Wir dampften das Filtrat der 
erwihnten Ausfallung ein und fillten mit Ather. Wir gewannen so Reste 
eines Dipeptids (vgl. weiter unten) und etwas Prolin. 

Das durch Alkohol ausgeflockte Rohprodukt (2,7 g) wurde in 150 ccm 
5°/,iger Schwefelsiiure gelést und die Lésung nochmals mit 60—70 ccm 
5°/,iger Merkurisulfatlésung versetzt, um unverindertes Ausgangsmaterial 
und Tyrosinreste zu entfernen. Nach 2 Tagen konnte 1 g Niederschlag ab- 
filtriert werden. Das in iiblicher Weise von Hg” und SO,” befreite Filtrat 
wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand in sehr wenig Wasser auf- 
genommen und die Lésung mit absolutem Alkohol gefillt. Ausbeute 2,3 g eines 
farblosen, amorphen Tripeptids. Biuret-, Ninhydrin- und Millonreaktion +. 

Das Stickstoffverhiltnis (NH,-N:N) betrug 1:3,1; der Stickstoff- 
gehalt 11,2°/,. (Eine 3°/,ige wiBrige Lésung zeigte im Mikrorohr « = — 0,18°; 
[a}z°* =— 6°) 

Substanz bei 110° getrocknet: 70 mg in 10 ccm H,O gelést. 1 ccm 
nach van Slyke 0,313 mg N; 1 eem der Lésung nach Kjeldahl 0,980 mg N. 
35,5 mg Substanz verbrauchten 2,80 cem n/10-H,SO, = 11,2°/, N. 

Das Filtrat vom Tripeptid wurde eingedampft und der Riickstand mit 
absolutem Alkohol ausgekocht. Aus dem warmen Alkohol schieden sich 
beim Einengen im Vakuum Krystalle aus (etwa 50 mg), die aber keinen 
scharfen Schmelzpunkt zeigten: Von 110—150° Aufschiumen, dann wieder 
Festwerden, um bei 190° von neuem zu sintern. Schmelzp. 215—225° Aus 
der Mutterlauge wurden noch weitere Mengen desselben Kérpers amorph 
isoliert. (Gesamtausbeute etwa 0,35 g; Millonreaktion —). Es handelte sich 
um ein Dipeptid (NH,-N:N = 1: 2,1) und zwar Seryl-prolin. 

8,05 mg Subst. (nach van Slyke): 0,479 mg N (20°, 760 mm). — 
8,05 mg Subst. (nach Kjeldahl): 1,03 mg N (Verh.: 1: 2,16). — 2,338 mg 
Subst.: 0,278 eem N (20°, 752 mm). — 3,315 mg Subst.: 5,730 mg CO,, 
2,065 mg H,O. 

Seryl-prolin (201,2) 
Ber. C 47,55 H 6,95 N 13,86 Gef. C 47,14 H 6,81 N 13,71. 
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Totalhydrolyse des isolierten Tripeptids (vgl. 8. 77). 


0,35 g Substanz wurden 7 Stunden mit 8 ccm 25 vol.-°/,iger Schwefel- 
siiure gekocht. Die dunkelrot gewordene Lisung wurde stark verdiinnt und 
mit Baryt von SO,” befreit. Beim Eindampfen der Lésung schieden sich 
70 mg Tyrosin aus. (37,4 mg Substanz verbrauchten 2,0 cem n/10-H,SO, 
= 7,49°/, N; ber. 7,74°/, N). Aus dem Filtrat wurde ein in absolutem Alkohol 
unldslicher, stiB schmeckender K6rper isoliert (etwa 80 mg): Serin (21,4 mg 
Substanz verbrauchten 2,0 cem n/10-H,SO, = 13,1°/, N; ber. 13,3°/, N) und 
ein in absolutem Alkohol léslicher Kérper, der sich nach griindlicher Reini- 
gung als Prolin erwies. (Geruch nach Pyrrolidin, Fichtenspanreaktion stark 
positiv; 15,8 mg Substanz verbrauchten 1,4 ccm n/10-H,SO, = 12,41°/, N; 
ber. 12,17°/, N. 

Aufklarung der Struktur 
des Tyrosin, Serin und Prolin enthaltenden Tripeptids. 


Im Gegensatz zu Tyrosin, Glycyl-tyrosin, Leucyl-tyrosin und dem 
Ausgangsmaterial (Tyrosyl-seryl-prolyl-tyrosin) wird das vorstehende, Tyrosin 
enthaltende Tripeptid von einer 5°/, igen Merkurisulfatlésung unter gleichen 
Bedingungen — selbst nach 2 tigiger Einwirkung — nicht gefillt. Da bei 
den fillbaren, Tyrosin enthaltenden Polypeptiden stets die Carboxylgruppe 
des Tyrosins frei war, ist anzunehmen, daf bei dem vorliegenden Tri- 
peptid das Tyrosin so in dieses eingebaut ist, daB es keine freie COOH- 
Gruppe besitzt. An einem Vorversuch mit 1-Tyrosyl-glycin konnten wir 
feststellen, daf das genannte Dipeptid im Gegensatz zum Glycyl-l-tyrosin 
unter gleichen Bedingungen nach 72 Stunden nicht gefillt wird, daB also 
das die NH,-Gruppe tragende Tyrosin in Polypeptiden sich dem Hopkin- 
schen Reagens gegeniiber anders verhiilt als soleches, dessen COOH-Gruppe 
frei ist. 

Je 60 mg 1-Tyrosyl-glycin und Glycyl-l-tyrosin, die in 4 cem 5°/, iger 
Schwefelsiure gelést waren, wurden mit je 1 ccm 5°/,iger Merkurisulfat- 
lésung versetzt. Beim Glycyl-tyrosin begann die Fiillung nach 3—5 Minuten 
und war nach etwa 3 Stunden beendet. Beim Tyrosyl-glycin war die Lésung 
nach 3 Tagen noch klar. Erst bei starker Erhéhung der Hg’’-Konzentration 
trat allmablich auch Triibung und Fiillung ein. 


Das 1-Tyrosyl-glycin wurde aus Dicarbobenzoxytyrosin- 
chlorid durch Kuppeln mit Glykokoll und Abspaltung der 
Carbobenzoxygruppen aus dem erhaltenen Dicarbobenzoxytyrosyl- 
glycin dargestellt.’) 


Dicarbobenzoxytyrosin: Aus Tyrosin und Benzylester-kohlensiure- 
chlorid im Uberschu8; Kuppeln in iiblicher Weise bei 0°. Beim Ansiuern 
der Lisung fiel der K6rper als farbloses, amorphes Produkt aus. 74,5 mg 
Subst. verbrauchten 1,75 cem n/10-H,SO, = 3,29°/, N; ber. fiir Dicarbobenz- 
oxytyrosin C,,H,,0,N (449) 3,22°/, N. Ausbeute 90°/,. 

Dicarbobenzoxytyrosyl-chlorid entstand beim Schiitteln von 
1 Mol Dicarbobenzoxytyrosin mit 1,1 Mol PCI, in absolut trockenem Ather. 
1) Methode vgl. M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. chem. Ges. 66, 
1194 (1932). 
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Das Chlorid ist wenig léslich in Ather; es krystallisiert daraus in Nadela 
und ist verhiltnismaBig bestindig, selbst gegen verdiinntes Alkali. Schmelz- 
punkt 73°. Leicht léslich in Chloroform. Ausbeute 80°). 

29,1 mg Subst. verbrauchten nach lingerem Erhitzen mit verdiinntem 
Alkali 0,60 cem n/10-AgNO, = 7,31°/, Cl; ber. fiir C,,H,,O,NCI (467,5) 7,58 °/,. 

Dicarbobenzoxytyrosyl-glycin. Molekulare Mengen Glykokoll 
und Dicarbobenzoxytyrosyl-chlorid — letzteres gelést in Chloroform—Ather — 
wurden in schwach alkalischer Lésung in iiblicher Weise durch 1'/, stiin- 
diges Schiitteln auf der Maschine gekuppelt. Es war eine Emulsion ent- 
standen, die sich beim Ansiuern zusammenballte und in Chloroform—Ather 
gelist wurde. Aus der itherischen Liésung erhielten wir das Dicarbobenz- 
oxytyrosyl-glycin in Nadeln. Schmelzp. 168°. Millonreaktion —; léslich in 
Ather, Alkohol; wenig léslich in Wasser. 

45,6 mg Subst. verbrauchten 1,8 eem n/10-H,SO, = 5,54°/, N. 
Fiir Dicarbobenzoxytyrosyl-glycin (506) Ber. N 5,54  Ausbeute 92°/). 

1-Tyrosyl-glycin. 1,4 g Dicarbobenzoxytyrosyl-glycin wurden in 
30 eem Methylalkohol gelést. Die Lésung wurde mit H,O bis zur Triibung 
versetzt. Nach Zusatz von Platinoxydkatalysator (etwa 0,1 g) schiittelten 
wir im Wasserstofistrom solange, bis die CO,-Abspaltung beendet war 
(Dauer 2 Stunden). Aus der Lésung wurden nach dem Entfernen des 
Katalysators 0,6 g farbloses, amorphes 1-Tyrosyl-glycin gewonnen. (Kry- 
stallisationsversuche scheiterten.) Millonreaktion und Ninhydrinreaktion +; 
leicht léslich in H,O; wenig léslich in Alkohol. Die Substanz wurde 
2 Stunden bei 110° getrocknet; bei 150—170° trat Aufschiiumen unter H,O- 
Abgabe ein; bei 190—200° wurde der Schaum wieder fest, um nach vorher- 
gehendem Sintern bei 255—265° zu schmelzen (unter Braunfirbung). 


Analyse des bei 110° getrockneten Kérpers. 
24,7 mg Subst. verbrauchten 1,85 cem n/10-H,SO, = 10,49°/, XN. 
Fiir 1-Tyrosyl-glycin + 2H,O Ber. N 10,22. 


Eine 3°/,ige wibrige Lésung zeigte a = + 2,09; [a]2°° = + 69,66° 
i0 oS =] P] } 


4) 


Derivate des Tyrosin, Serin und Prolin enthaltenden Tripeptids. 


A. Dibenzolsulfoverbindung. 0,5 g Tripeptid, in 10 cem Wasser 
gelost, wurden 1'/, Stunden in schwach alkalischer Lésung mit 1,25 g (5 Mol) 
Benzolsulfochlorid, das portionsweise hinzugefiigt wurde, gekuppelt. Die 
Lésung, aus der sich bereits ein éliger Kérper in geringer Menge aus- 
geschieden hatte, itherten wir mehrmals zur Entfernung von Benzolsulfo- 
chlorid aus und siuerten sie an. Es fiel ein Ol aus, das sofort fest wurde. 

Menge 0,3—0,4 g. Millonreaktion —; nach kurzem Kochen mit ver- 
diinnter NaOH Millonreaktion +. 

Der Analyse nach war die Dibenzolsulfoverbindung entstanden. 

2,469 mg Subst.: 4,825 mg CO,, 1,065 mg H,O. — 23,5 mg Subst. ver- 
brauchten 1,15 cem n/10-H,SQ,. 

Fiir Dibenzolsulfotyrosyl-seryl-prolin (645,5) 
Ber. C 53,94 H 4,83 N 6,52 Gef. C 53,33 H 4,83 N 6,85. 

Ein Versuch, durch Totalhydrolyse Bausteine zu isolieren, die Riick- 
schliisse auf die Konstitution der Verbindung zulieBen, scheiterte. Nach 
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7 stiindigem Kochen mit 25 vol.-°/, iger Schwefelsiure erhielten wir zum Teil 
dlige Kérper, die sich bei der geringen Substanzmenge nicht eindeutig 
identifizieren lieBen. 

B. Wir stellten daher aus dem Tripeptid die Phenylisocyanat. 
verbindung her, die dann mit Benzylamin umgesetzt wurde. 

1 g Substanz, die in der berechneten Menge verdiinnter Natronlauge 
gelést war, wurde mit 2 g Phenylisocyanat (6 Mol) bei 0° in der iiblichen 
Weise gekuppelt. Vom ausgefallenen Diphenylharnstoff wurde abfiltriert 
und die Lésung angesiuert. Es fielen nur 0,2 g eines Oles aus, das nach 
kurzer Zeit fest wurde. Dieses Produkt wurde nicht weiter untersucht. 
Die Hauptmenge gewannen wir aus der salzsauren Lésung, die neutralisiert 
und eingedampft wurde. Durch mehrmaliges Aufnehmen des Riickstandes 
mit absolutem Alkohol lieBen sich schlieBlich die anorganischen Bei- 
mengungen entfernen, und es blieben 0,7 g eines amorphen Korpers, der 
negative Ninhydrinreaktion und positive Millonreaktion zeigte. Krystallisations- 
versuche gelangen nicht. 

31,2 mg Subst. verbrauchten 2,5 ccm n/10-H,SO, = 11,3°/, N. 

Fiir Phenylisocyanat-tyrosyl-seryl-prolin (484) Ber. N 11,6. 


Uberfiihrung in das Benzylaminderivat. 0,6g Phenylisocyanat- 
tyrosyl-seryl-prolin wurden 2mal mit Methylalkohol im HCl-Strom unter 
Kiihlung verestert. Der Ester wurde durch mehrmaliges Eindampfen seiner 
alkoholischen Lésung von iiberschiissiger Salzsiure befreit. Der Riickstand, 
ein gelbes Ol, wurde 4'/, Tage mit 7 ccm Benzylamin im Brutraum stehen 
gelassen. Das iiberschiissige Benzylamin wurde dann im Vakuum bei 100° 
abdestilliert. Aus dem Riickstand, der nach kurzer Zeit fest wurde, iso- 
lierten wir einen farblosen Kérper, der in Alkohol léslich, in Wasser wenig 
léslich war. Menge 0,5 g. 


3,228 mg Subst.: 7,810 mg CO,, 1,810 mg H,O. — 19,5 mg Subst. ver- 
brauchten 1,75 eem n/10-H,SO,. 
Phenylisocyanat-tyrosyl-seryl-prolyl-benzylamin 
C,,H;,0,N, (573,5) Ber. C 65,1 H 6,15 N 12,32 
Gef. ,, 65,9 ,, 627  ,, 12,57. 


Hydrolyse des vorstehenden Korpers. 

0,4 g Substanz erwirmten wir 4 Stunden mit 12cem 10 vol.-°/,iger 
Schwefelsiiure auf dem siedenden Wasserbad.') Der Kérper léste sich ver- 
hiltnismabig schwer (ein geringer Teil blieb ungelést). Beim Erkalten schied 
sich ein Ol A aus, das nach kurzer Zeit fest wurde. 

Die saure Lésung wurde mit Baryt von SO,” befreit — sie reagierte 
schwach alkalisch — und eingedampft. Aus dem Riickstand isolierten wir 
nach dem Aufnehmen mit Alkohol in der Hauptsache einen farblosen, 
amorphen Koérper, der in Alkohol und Wasser ldslich, in Ather wenig lés- 
lich war. Ninhydrinreaktion +; Millonreaktion —. 

Der Analyse nach handelt es sich um Seryl-prolyl-benzylamin 
C,;H,,0,N, (291,2). 

Ber. C 61,88 H 7,27 N 14,42 Gef. C 62,03 H 7,28 N 13,84. 





) Vgl. tiber das Verhalten von Serin enthaltenden Polypeptiden bei 
der Hydrolyse mit verdiinnter Siure: Diese Z. 210, 259, 265 (1932). 
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2,221 mg Subst.: 5,050 mg CO,, 1,445 mg H,O. — 4,167 mg Subst.: 
0,502 cem N (23°, 757 mm). 
Stickstoffverhiltnis (NH,-N : N) = 1: 3,2. 
4,2 mg Substanz nach van Slyke ..... 0,181 mg N 
4,2 ,, “ — eee GSS ao. ws 
Aus dem O1A konnte nach Reinigung mit Tierkohle ein zum Teil 
krystallines Produkt (Nadeln) gewonnen werden, das positive Millonreaktion 
zeigte und Analysenwerte ergab, die auf (Phenylisocyanat-tyrosin- 
anhydrid) Phenyl-oxybenzyl-hydantoin hinweisen. 
24,1 mg Subst. verbrauchten 1,8 ecm H,SO,. — 1,540 mg Subst.: 
3,875 mg CO,, 0,740 mg H,O. 


C,sH,,O3N, (282,2) Ber. C 68,08 H5,00 N_ 9,93 
Gef. ,, 68,55 ,, 5,88 ,, 10,46. 


Einwirkung von Trypsin auf Tyrosyl-seryl-prolin. 

Obwohl das in Frage stehende Tripeptid bei der Hydrolyse mittels 
Trypsins gewonnen worden war, priiften wir nochmals die Wirkung von 
erepsinfreiem Trypsin auf das gereinigte Produkt. Es zeigte sich, daB die 
Verbindung nur wenig angegriffen wurde. Nach 7 Tage langer Einwirkung 
yon Trypsin (1,9 E; pq = 8,4) bei 37° (von Zeit zu Zeit wurde erneut 
Fermentlésung zugesetzt) verblieb der gré8te Teil des Tripeptids un- 
verindert. 

Aus 0,3 g Substanz erhielten wir 0,25 g Tripeptid zuriick (NH,-N:N 
= 1:2,7; N-Gehalt 12,2°/,). Daneben isolierten wir 50 mg eines Dipeptids 
mit negativer Millonreaktion und einem N-Gehalt von 13,5°/, (NH,-N:N 
= 1: 2,06). Es handelt sich ohne Zweifel um Seryl-prolin (N = 13,86°/,). 
Dieses Dipeptid war auch beim fermentativen Abbau von Tyrosyl-seryl- 
prolyl-tyrosin neben dem Tripeptid Tyrosyl-seryl-prolin und Tyrosin ent- 
standen (vgl. S. 77). 

Ergebnis. 

Neben den bereits beschriebenen Polypeptiden Glycyl-seryl- 
prolyl-tyrosyl-prolin und Seryl-prolyl-tyrosyl-prolin konnte beim 
stufenweisen Abbau von Seidenfibroin (Bombyx mori) das Tetra- 
peptid Tyrosyl-seryl-prolyl-tyrosin isoliert und in seiner Struktur 
aufgeklirt werden. 
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Zur Kenntnis der schwefelhaltigen Lipoidstoffe des Gehirns, 


Uber Cerebronschwefelsaure. 
Von 


Gunnar Blix. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1933.) 


Das Vorkommen von Schwefel in gewissen Fraktionen der 
fettartigen Stoffe des Gehirns wurde schon vor Jahrzehnten fest- 
gestellt. Es wurden jedoch nur wenige Versuche unternommen, 
schwefelhaltige Lipoide zu isolieren und ihre Zusammensetzung 
zu erforschen. Diese Versuche haben keine sichere Kenntnis iiber 
die Natur der betreffenden Kérper gebracht. — In modernen 
Lipoidmonographien findet man daher auch das wenige, das von 
diesen Stoffen erwihnt wird, unter den angeblichen Lipoidstoffen 
angefiihrt, von denen die meisten sicher, andere wahrscheinlich 
uneinheitliche Gemenge sind. 


Eine genaue Durchsicht der Literatur kann jedoch wertvolle Hinweise 
geben iiber die Richtung, in welcher die Lésung des Problems wahrschein- 
lich zu suchen ist. — Thudichum!’) hat 1884 als erster sichere Belege fiir 
das Vorkommen von Schwefel in gewissen Lipoidfraktionen des Gehirns 
gegeben.*) Gewisse zufillige Beobachtungen veranla8ten Thudichum®), 
seine verschiedenen ,,Edukte“ auf Schwefel zu analysieren. Nur in einer 
Fraktion der ,,Phrenosinmischung“**) fand er einen Schwefelgehalt von 
solcher Gré8enordnung, daB er nicht von Verunreinigungen stammen konnte. 
Er beschrieb auch eine Methode zur Konzentrierung des Schwefelkérpers. 
Die ,,Phrenosinmischung“ wurde in heib-alkoholischer Lésung mit Blei- 
*) Schon 1834 hatte Couérbe?) iiber einen Gehalt von etwa 2°, 
Schwefel in verschiedenen Fettkérperfraktionen des Gehirns berichtet; sein 
Befund war jedoch vermutlich auf Verwendung unreiner Reagentien zuriick- 
zufiihren. Vgl. diesbeziiglich Thudichum)) S. 95. 

**) Als ,,Phrenosinmischung“ bezeichnete Thudichum den in Ather 
unléslichen Anteil der aus den heif-alkoholischen Extrakten in der Kite 
ausfallenden Lipoidstoffe. Diese Fraktion, die von vielen Seiten als ein- 
heitlicher Kérper angesprochen und Protagon genannt wurde, besteht be- 
kanntlich wesentlich aus einer Mischung von Cerebrosiden und gesittigten 
Phosphatiden. Ich bediene mich in dieser Arbeit der Bezeichnung Protagon 
fiir die betreffende Lipoidfraktion. 
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zucker und Ammoniak oder mit Ba(OH), gefillt. Die Pb- und Ba-Verbin- 
dungen der Cerebroside und eines Teils der Phosphatide lésen sich in 





3 





heiBem Alkohol. Der Schwefelkérper befindet sich dabei in dem unléslichen 
Anteil. Durch Extraktion mit Benzol wurde eine weitere Anreicherung 


erzielt. 
Die wichtigsten analytischen Daten des ,,Cerebrosulphatids yon Thu 


dichum und der schwefelhaltigen Lipoidstoffe spiiterer Untersucher*) sind 


in Tab. I zusammengestellt. 


Tabelle I. 
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*) Mittelwerte von 2 Priiparaten. 


Wie ersichtlich, enthielt Thudichums Substanz auch Phosphor. Er 
konnte jedoch nicht entscheiden, ob P und S demselben Kérper angehérten, 

Koch‘) stellte sein Sulphatid aus den in Ather unléslichen (wahr- 
scheinlich protagonartigen) Riickstiinden dar, die er bei Herstellung von 
Kephalin erhielt. Diese Riickstinde ,,krystallisierte‘ er aus Pyridin und 
Alkohol um. Die Substanz enthielt auBer Schwefel auch Phosphor und 
ferner Zucker (12,8°/,). Schon friiher hatte er gefunden, da8 sich der Schwefel 
bei Hydrolyse als Schwefelsiure abspalten lieB. Diese Ergebnisse fiihrten 
Koch zu der Ansicht, da8 das Sulphatid eine Verbindung von Cerebrosid, 
Schwefelsiure und Phosphatid darstellt. Auf Grund einer gewissen Paralle- 
litat zwischen Schwefelgehalt und Zuckergehalt in verschiedenen schwefel- 
haltigen Priiparaten vermutete er, daB die Schwefelsiure mit dem Zucker 
verestert war. Das Phosphatid dachte er sich in salzartiger Bindung mit 
dem Rest der Substanz. 


*) Mehrere Forscher, die sich um die Jahrhundertwende mit der Streit- 
frage iiber die Einheitlichkeit des Protagons beschiftigten, haben festgestellt, 
da8 dieses Produkt Schwefel (0,5—0,8°/,) enthielt, versuchten aber keine 
weitere Reinigung der Schwefelkérper. Vgl. dazu Cramer in Abderhald. 
Biochem. Handl. Bd. 3, S. 254 und 266. 


6 * 


, Benennung S P N C H ‘.D.N 
Verfasser des Schwefellipoids| °/,  F *.  P | ye S:P:N 
Thudichum 
(1884) Cerebrosulphatid | 6,19 | 3,94 | 1,14 | 47,70] 7,54 | 3:2:1'/, 
Koch (1910) Sulphatid 1,91 | 1,80 | — — — 1:1: (3) 
Frinkel und Hirnsiiure 
Gilbert (1921) |(Phosphorsulphatid)] 1,86 | 1,81 | 2,40 | 64,32] 11,01 Hsi29 
Frinkel und Hypohirnsiure 
Karpfen (1925) |(Phosphorsulphatid)| 1,70 | 1,50 | 2,20 | 64,06] 8,06 | 1:1:3 
Levene (1913) Sulphatid 2,66 | 0,00 | 2,31 | 60,90]10,67 | 1:0:2 
Levene und | Schwefelhalt. Roh- 
Landsteiner | produkt aus Gehirn | 1,35 | 1,34 | 2,27 | 57,84] 9,10] 1:1:4 
(1927) 
Dergl. Schwefelhalt. Lipoid 
aus Pferdeniere | 2,71*)} 0,00 | 1,61%)]58,29%)] 8,76%)| 1:0:1'/, 
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Frinkel® * und Mitarbeiter verwendeten bei der Herstellung der yop 
ihnen als ,,Hirnsiure“ bzw. ,,Hypohirnsiiure bezeichneten schwefelhaltigen 
Lipoidstoffe eine Methode, die der von Thudichum dhnlich ist. Sie fallten 
die Protagonmischung in siedendem Methylalkohol mit Ba(OH), und extra. 
hierten die Fallung mit heiBem Alkohol. Der Riickstand wurde mit Benzo| 
behandelt und das Benzollésliche mit Petroleumither weiter fraktioniert. 
Das in Petroleumiither Lésliche enthielt die ,,Hirnsiure“, das darin Unlésliche 
die ,,Hypohirnsaure“. Die nahe Ubereinstimmung der ,,Hirnsiiure“ mit dem 
Kochschen Sulphatid in bezug auf Schwefel- und Phosphorgehalt fillt auf. 
Die Elementaranalyse der ,,Hirnsiure“ entsprach der Zusammensetzung 
Cys3H,,,N;SPO,,, was auch mit der Auffassung Kochs, daB der Schwefel- 
kérper eine Verbindung von Phosphatid, Schwefelsiure und Cerebrosid ist, 
iibereinstimmen kénnte. (Ein Cerebron—Schwefelsiiure—Lignocerylsphingo- 
myelin wiirde die Zusammensetzung C,,H,,,N,SPO,, haben.) Nach Frinke! 
soll aber die ,,Hirnsiure“ keinen Zucker enthalten, eine Behauptung, die jedoch 
nur durch eine negative Orcinprobe gestiitzt wird. Als Hydrolyseprodukte 
wurden Cerebronsiure und Aminoithylalkohol nachgewiesen. Auf Sphin- 
gosin scheint nicht besonders analysiert worden zu sein. Der Schwefel soll 
nach Frinkel und Karpfen®) in der ,,Hirnsiiure“ und in der ,,Hypohirn- 
siure“ als Schwefelsiiure vorliegen. Beweise fiir die Einheitlichkeit der 
beiden Substanzen fehlen. Bei der ,,Hypohirnsiure’ spricht schon die Ana- 
lyse der hydrolytischen Spaltprodukte gegen ein einheitliches Nativprodukt. 
Gefunden wurde Glycerin in fast der doppelten Menge, als fiir die Bindung 
an Phosphorsdure und Schwefelsiure notwendig wire, ferner Aminoithy]- 
alkohol als einzige Base (auch hier scheint nicht besonders auf Sphingosin 
analysiert worden zu sein) und a-Oxydecansiure als einzige Siure. 


Schon 1913 hatte Levene’) aus Gehirngewebe einen schwefelhaltigen 
Lipoidstoff dargestellt, der phosphorfrei war. Die Darstellungsweise 
wurde nicht mitgeteilt, sondern nur kurz die Elementarzusammensetzung der 
Substanz angegeben (vgl. Tab. I). Spiter stoben dann Levene und Land- 
steiner®) bei Untersuchungen itiber heterogene Antigene auf schwefelhaltige 
Lipoide. Das von ihnen aus Protagon von Nieren und Gehirn durch ein etwas 
wechselndes Fraktionierungsverfahren dargestellte Rohprodukt konnte (in 
nicht niher beschriebener Weise) weiter in 3 Teile zerlegt werden, von denen 
der eine schwefelhaltig und phosphorfrei war. In der letzten diesbeziiglichen 
Arbeit®) wird ein Verfahren angegeben, bei dem schon von Beginn an das 
Protagon der Pferdeniere in 2 Fraktionen zerlegt wurde, deren eine den 
schwefelhaltigen und einen anderen Teil des obengenannten Rohproduktes 
enthielt. Das Protagon wurde zuerst mit Pyridin behandelt, wobei der 
Schwefelkérper in dem in der Kite unldslichen Anteil enthalten ist. Der 
in Chloroform—Methylalkohol (2:1) am schwersten lésliche Teil des letzteren 
wurde durch Behandlung mit Eisessig (worin der Schwefelkérper schwer- 
léslich ist) und verdiinnter Natronlauge (worin er wenig léslich ist) gereinigt. 
Das phosphorfreie Schwefellipoid gab eine positive Orcinreaktion und bei 
Hydrolyse reduzierende Substanz und einen wasserunléslichen Rest. Aus 
der Elementaranalyse wurde geschlossen, da8 keine reine, einheitliche Sub- 
stanz vorlag. 


Aus den oben angefiihrten Arbeiten 1i8t sich also im wesent- 
lichen folgendes entnehmen: Die Protagonfraktion enthilt einen 
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schwefelhaltigen Kérper, in dem der Schwefel als Schwefelsiure 
anwesend zu sein scheint (Koch, Frankel, auch Kossel und 
Freytag?), 8.437). Durch Behandlung des Protagons mit Pyridin 
oder der Ba-Verbindungen mit heiBem Alkohol scheint es méglich 
zu sein, das Schwefellipoid von der Hauptmasse der Cerebroside zu 
trennen. Durch weitere Fraktionierung mit gewissen organischen 
Lésungsmitteln kann das Schwefellipoid als phosphorhaltiges 
Produkt erhalten werden, das der EKlementarzusammensetzung 
und gewissen anderen analytischen Ergebnissen nach eine Ver- 
hindung von Phosphatid, Cerebrosid und Schwefelsiure sein kann. 
Andererseits kann der schwefelhaltige Bestandteil nach der Pyridin- 
behandlung durch ausschlieBliche Behandlung mit organischen 
Lisungsmitteln (und Extraktion mit kalter verdiinnter NaOH) als 
phosphorfreier Kérper erhalten werden, der reduzierende Zucker 
enthalt und Orcinreaktion gibt. Bei dieser Trennung wird u. a. 
Essigsiiure verwendet, von der man seit langem weiB, dab sie bei 
der Trennung der Phosphatide und Cerebroside sehr effektiv ist. 
— Es wire denkbar, daB Levenes phosphorfreies Schwefellipoid 
mit Frinkels phosphorhaltigen Hirnsiiuren oder Kochs phosphor- 
haltigem Sulphatid nichts zu tun hat. Viel wahrscheinlicher ist es 
aber, das simtliche Untersucher ein: und dasselbe Schwefellipoid 
in verschiedener Reinheit und Form in Hiinden gehabt haben, in 
dem Kochschen Sulphatid und in den ,,Hirnsiuren“ vielleicht 
in salzartiger Bindung mit einem Phosphatid. 


Zusammenfassend schienen sich meines Erachtens die bis- 
herigen Ergebnisse am einfachsten dahin auslegen zu lassen, dab 
die schwefelhaltigen Lipoide aus mit Cerebrosiden veresterter 
Schwefelsiure bestehen. Ich habe mich bei meiner Arbeit von 
diesem Gedanken leiten lassen, was sich auch als fruchtbar heraus- 
gestellt hat. 


Die Schwefelbestimmung. 


Um das vorliegende Problem mit Aussicht auf Erfolg an- 
greifen zu kénnen, war es notwendig, zwecks Verfolgung des 
Fraktionierungsverlaufes der schwefelhaltigen Substanz eine einiger- 
maBen bequeme Methode zur Bestimmung von Schwefel in kleinen 
Mengen Lipoidmaterial auszuarbeiten. Da nach friiheren Unter- 
suchungen der Schwefel dieser Lipoide vermutlich als Schwefel- 
siure vorliegt, habe ich mich bei diesem Verfahren darauf be- 
schriinkt, den durch Hydrolyse als Schwefelsiure abspaltbaren 
Schwefel zu bestimmen. 
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Prinzip: Hydrolyse mit methylalkoholischer Salzsiiure, Ent- 
fernung der wasserunléslichen Spaltprodukte durch Extraktion 
mit Ather, Abtreiben des Alkohols und der Salzsiure, Fiillen der 
Schwefelsiure in waBriger Lésung mit Benzidin und Titrieren des 
Benzidinsulfats mit Alkali. 

Je nach dem Schwefelgehalt wurde 0,1—0,4 g der zu analy- 
sierenden Substanz in einem 100 ccm Erlenmeyerkolben mit 35 com 
Methanol, das bei etwa 10° mit Salzsiuregas gesittigt war, ver- 
setzt. Das mit einem Uhrglas bedeckte Kélbchen wurde 3 Stunden 
auf das miBig erwirmte Wasserbad gestellt. Die Erwirmung 
wurde so geregelt, da8 der Kolbeninhalt eine Temperatur von 
etwa 60° hatte. Die Substanz léste sich beim Erwiirmen meistens 
rasch auf. (Die Abspaltung der Schwefelsiiure ist schon in weniger 
als 3 Stunden vollstindig. Die linger dauernde Erwiirmung ist 
aber fiir die rasche Trennung yon Ather- und Wasserschicht bei 
der folgenden Extraktion giinstig.) Der Kolbeninhalt wird nach 
Kihlung mit Hilfe yon 35 ccm Wasser und 40 ccm Ather in einen 
Scheidetrichter gebracht und 2 Minuten lang kriftig geschiittelt. 
Nach der meistens glatt erfolgenden Trennung der Schichten wird 
die Atherschicht abgetrennt und die wiibrige Schicht nochmals 
mit Ather (30 ccm) ausgeschiittelt. 

Die wiBrige Lisung wird dann auf dem Wasserbade in einer 
Porzellanschale auf }/, bis 1/, ihres Volumens eingeengt, mit 1 ccm 
1 n-NaOH und dann mit 2ccm konzentrierter Salpetersiure ver- 
setzt und zur Trockne verdampft. Nach Zusatz von 1 ccm 
30°/,igem (siiurefreiem!) H,O, und Umschwenken wird wieder zur 
Trockne verdampft. (Die HCl mu abgetrieben werden, weil eine 
Neutralisation einen fiir die Benzidinfillung ungiinstigen hohen 
Salzgehalt zur Folge haben wiirde. Ohne Zusatz von Oxydations- 
mittel erhailt man einen schwarzbraunen Riickstand, der dann in 
Lésung die Benzidinfillung stort.) 

Der Riickstand wird in 5 ccm Wasser aufgenommen und durch 
ein kleines Filter filtriert. Spiilen mit 5 ceom Wasser. — Die Be- 
stimmung wird im wesentlichen nach Fiske?) zu Ende gefiihrt. 
Zusatz von 2 Tropfen 0,04°/, alkoholischem Bromphenolblau, 
tropfenweiser Zusatz von 1 n-NaOH bis Umschlag auf Blau. Zu- 
satz von 1 n-HCl bis gerade Umschlag auf Gelb eintritt. Man 
versetzt mit 2 ccm Fiskes Benzidinreagenz. Nach 2 Minuten 
werden 6 ccm Aceton zugesetzt, worauf man die Mischung 15 Minuten 
stehen lift. Filtrieren durch einen Jenaer Glasfiltertiegel (14 G 4), 
Waschen mit 3 xX 1+ 5 ccm 95°/,igem Aceton. Der Tiegel mit 
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der Fallung wird dann in einen mit etwa 50 ccm Wasser be- 
schickten 150-ccm-Becher gebracht und zum Sieden erhitzt, bis 
die Fallung wenigstens zum gré8ten Teil gelést ist. Zusatz von 
1 Tropfen Phenolphthalein und Titrieren mit 0,1 n-NaOH bis die 
rote Farbe beim Aufkochen 1 Minute stehen bleibt. Mit reinen 
Schwefelsiiurelésungen gibt diese Methode sehr befriedigende Re- 
sultate; bei Lipoidsubstanzen fallen die S-Werte etwa 5°/, niedriger 
aus als nach Carius. Der Verlust beruht offenbar auf unvoll- 
stiindiger Ausfillung des Benzidinsulfats (in dem Filtrat der 
Benzidinfaillung ist migé BaCl, noch Schwefelsiure nachzuweisen). 
Da die Methode eine Behandlung mit HNO, und H,O, umfaBt, 
besteht die Méglichkeit, daB die dabei gefundene Schwefelsiure 
nicht priformiert ist. Um diese Méglichkeit auszuschlieBen, habe 
ich mich in besonderen Versuchen davon iiberzeugt, daB der bei 
der Hydrolyse der Lipoide abgespaltete Schwefel auch ohne Zu- 
satz von Oxydationsmitteln als Schwefelsiure vorliegt (Fillung als 
BaSO, oder Entfernung von HCl vor der Benzidinfallung mit Ag,O 
statt durch Abtreiben). 

Zucker wurde nach Bertrand-Greiner?*) bestimmt. Die 
KMnO,-Lésung wurde gegen hier in Betracht kommende Mengen 
reiner Galaktose in Salzlésungen von der Konzentration des neu- 
tralisierten Hydrolysats eingestellt. Phosphor wurde nach Neu- 
mann-Iversen in der von Widmark und Vahlquist?’) an- 
gegebenen Modifikation bestimmt. Die Mikroelementaranalysen 
auf C, H, N (Dumas) und S (Carius), sowie die Mikrobestimmung 
von Alkali—Erdalkali als Sulfat wurde von A. Schoeller, Berlin, 


ausgefiihrt. 
Darstellung von Protagon. 


Fiir die Darstellung des Ausgangsmaterials, das ist des Protagons, 
wurde folgendes, verhiltnismiBig einfaches Verfahren angewandt. Frische 
Rinder- oder Menschengehirne, die héchstens 24 Stunden nach dem Tode 
vom hiesigen pathologischen Institut erhalten wurden, wurden von den 
Gehirnhiuten befreit, mit Wasser gewaschen und dann 2 mal durch die 
Fleischmiihle getrieben. Die Masse wurde dann in einem glasierten Eimer 
mit 4 Liter Aceton je Kilogramm Substanz versetzt. Durch den Deckel des 
Eimers fiihrte die Welle eines kriftigen Aluminiumpropellers mit Motor- 
antrieb. Das Gemisch wurde im Kiltezimmer (+ 5 bis + 7°) 3 Stunden kriftig 
turbiniert, die Gehirnmasse sodann durch ein dichtes Tuch abgeseiht und 
ausgepreBt. Der Riickstand wurde nochmals mit derselben Menge Aceton 
versetzt, griindlich umgeriihrt und tiber Nacht im Kialtezimmer stehen 
gelassen. Am nichsten Morgen wurde noch 1 Stunde turbiniert, wobei die 
Gehirnmasse ganz fein zerteilt wurde. Sodann wurde das Aceton durch 
eine 750 cem Jenaer Glasfilternutsche (26 G 4) abgesaugt und die Masse im 
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Eimer mit 3 Liter Ather je Kilogramm der urspriinglichen Gehirnmasse 
1/, Stunde im Kaltezimmer turbiniert, der Ather an der Nutsche abgesaugt 
und mit dem gleichen Volumen Ather erneut 1 Stunde turbiniert. Nach Ab- 
saugen und Abpressen in der Nutsche wird die Masse in einen groBen 
Becher gebracht, mit */, Liter 96°/,igem Alkohol je Kilogramm der urspriing- 
lichen Gehirnmasse versetzt und bei etwa 50° unter Umriihren (Motorantrieb) 
20 Minuten extrahiert. Der Alkohol wird dann in der vorgewirmten Glas- 
filternutsche abgesaugt. Derselbe Vorgang wird bei einer Extraktionstempe-. 
ratur yon 70° wiederholt und zuletzt wird die Masse mit ?/, der friiher 
angewandten Alkoholmenge unter guter Turbinierung 5 Minuten ausgekocht, 
Filtrieren durch gut vorgewirmte und bedeckte Glasfilternutsche. Man lift 
iiber Nacht im Kaltezimmer stehen und saugt von der ausgefallenen ,,weifen 
Materie“ ab. Die von einem Menschengehirn oder der entsprechenden Menge 
Rindergehirn erhaltene ,,weiBe Materie“ wird mit 300—400 cem Ather unter 
Turbinieren 15 Minuten bei Zimmertemperatur in einem Becher extrahiert 
und der Vorgang nach Absaugen des Athers 1 mal wiederholt. Das erhal- 
tene Protagon wird schlieBlich an der Luft getrocknet. Aus einem Menschen- 
gehirn wurde in dieser Weise 28—36 g Protagon erhalten. 


Vorversuche. 


Zwecks Feststellung, wie sich das Schwefellipoid bei Frak- 
tionierung mit den iiblichen organischen Lésungsmitteln verhilt, 
wurde zunichst eine Reihe von Vorversuchen angestellt, bei denen 
mit Rindergehirnen gearbeitet wurde. Die wichtigsten Ergebnisse 
dieser Vorversuche waren folgende. 

Das Schwefellipoid gehért dem in Alkohol am schwersten 
léslichen Anteil des Protagons an. Durch Fraktionieren mit Alkohol 
la8t sich jedoch keine weitgehende Konzentrierung der Substanz 
erreichen. Durch Behandlung mit Pyridin kann der Schwefelkérper 
ohne allzu groBe Verluste von der Hauptmasse der Cerebroside 
getrennt werden. Die Cerebroside sind bekanntlich in kaltem 
Pyridin ziemlich léslich, Schwefellipoid und Phosphatide bleiben 
darin gré8tenteils ungelést. Nach Abtrennung der Cerebroside 
durch Pyridin lassen sich die Phosphatide zum gréBten Teil mit 
Hisessig herauslésen, in welchem Lisungsmittel das Schwefellipoid 
in der Kialte schwer léslich, die Phosphatide verhiltnismaBig leicht 
léslich sind. (Durch Behandlung des Protagons mit Kisessig gelingt 
es, die Cerebroside zusammen mit dem Schwefelkérper von der 
Hauptmenge der Phosphatide zu trennen. Bei daran anschlieBender 
Behandlung mit Pyridin gelingt aber die Trennung des Schwefel- 
kérpers von den Cerebrosiden nicht gut.) Wenn das Protagon 
von Anfang an in geeigneten Mengen von warmem Chloroform— 
Methylalkohol (3:1) gelést wird, enthilt der bei Zimmertemperatur 
ausfallende Teil hauptsiichlich Cerebroside, in der bei — 10° bis 
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— 15° ausfallenden Fraktion reichert sich das Schwefellipoid an, 
waihrend der bei dieser Temperatur liésliche Anteil vorwiegend 
Phosphatide enthalt. Kinzig und allein durch Fraktionieren mit 
Chloroform—Methylalkohol laBt sich jedoch die Anreicherung der 
Schwefelkérper nicht sehr weit treiben. Das mit Pyridin und Eis- 
essig von der Hauptmasse der Cerebroside und Phosphatide befreite 
Sulphatid 14Bt sich jedoch mit Chloroform—Methylalkohol — aller- 
dings nicht ohne bedeutende Verluste — weiter reinigen. Die 
Fraktionierung mit Chloroform—Methylalkohol war von den ver- 
schiedenen gepriiften Verfahren am vorteilhaftesten. 

Ks wurde auBerdem festgestellt, daB der Gehalt von Lipoid- 
schwefel durch 24stiindiges Verwahren des Gehirns bei Zimmer- 
temperatur nicht merklich abnahm. 

Auf Grund der obigen Beobachtungen wurde folgender Arbeits- 
vorgang fiir die Reindarstellung des Schwefellipoids angenommen. 
Protagon von Menschengehirnen war zunichst so oft mit Pyridin 
zu behandeln, bis das darin in der Kialte Unlésliche Schwefel und 
Zucker in etwa molekularem Verhiltnis enthielt, was als Kriterium 
einer einigermafen vollstiindigen Abtrennung der Cerebroside dienen 
sollte. Dann sollte die Hauptmenge der Phosphatide durch Kis- 
essig abgetrennt werden (wobei sich éfteres als zweimaliges Um- 
krystallisieren als nicht vorteilhaft erwiesen hatte). Die weitere 
Reinigung sollte durch Fraktionieren mit Chloroform—Methylalkohol 
stattfinden und wenn mdglich so weit getrieben werden, bis die 
Substanz phosphorfrei war und der Schwefelgehalt dem theore- 
tischen einer Cerebrosidschwefelsaiure einigermaBen entsprach. 


Isolierung des Schwefellipoids. 

260 g aus Menschengehirnen in oben beschriebener Weise 
hergestelltes Protagon wurde in zwei Teile (A und B) geteilt, die 
einzeln mit Pyridin und dann mit Eisessig behandelt wurden, 
worauf die erhaltenen Produkte vereinigt und in der Folge ge- 
meinsam verarbeitet wurden. — Das Protagon wurde zuerst mit 
finf Raumteilen Pyridin (Pyridinum purum Kahlbaum, einmal 
umdestilliert) unter Turbinieren langsam auf 60° erwirmt und 
dann im Kaltezimmer iiber Nacht stehen gelassen. Der Nieder- 
schlag wurde auf der Glasfilternutsche abgesaugt und dann in 
derselben Menge Pyridin unter Erwirmen auf 60° wieder gelést. 
Nach dreistiindigem Stehen im Kiltezimmer wurde der entstandene 
Niederschlag abgesaugt und mit Aceton nachgewaschen. Das er- 
haltene Produkt wurde mit 20 Volumteilen Essigsiure unter Tur- 
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binieren auf 60° erwirmt, dann unter flieBendem Wasser auf 20° 

abgekiihlt und unmittelbar abgesaugt. Der Riickstand wurde mit 
1/, der vorher angewandten Menge KEssigsiiure wieder (10 bis 
15 Minuten) auf 60° erwirmt. Dabei ging das meiste in Lisung, 
Kin kleiner Teil schied sich jedoch bei 45 bis 50° als zihes, 
gelbliches, an der Wand haftendes Produkt ab, das sich beim 
folgenden Erwiérmen nur wenig léste. Die heiBe Eisessiglésung 
wurde von diesem Produkt abgegossen, auf + 20° abgekiihlt, der 
entstandene Niederschlag abgesaugt und mit Aceton gewaschen, 
Das ziihe, in der Kilte erhirtende Produkt war ebenso schwefel- 
reich wie der Niederschlag und wurde mit diesem vereinigt. Die 
so erhaltenen Produkte wurden in 20 Raumteilen Chloroform- 
Methylalkohol (8:1) gelést. Beim Stehen iiber Nacht im Kiilte- 
zimmer bildete sich ein geringer Niederschlag, der abgenutscht 
wurde. Das Filtrat wurde in den Kiihlschrank bei — 12° bis 
— 15° gestellt.*) Nach drei Stunden hatte sich ein reichlicher 
Niederschlag gebildet, der abgesaugt und mit wenig gekiihltem 
Chloroform—Methylalkohol gewaschen wurde. In dem Filtrat schied 
sich bei weiterem 24stiindigen Stehen im Kiihlschrank nur ein 
ganz geringfiigiger Niederschlag aus, der viel schwefeliirmer war 
als der bei — 15° zuerst ausgefallene Teil. Die Mutterlauge des 
letzten Niederschlags enthielt einige Gramm Substanz von noch 
geringerem Schwefelgehalt. 

Die im Kiihlschrank bei — 15° zuerst ausgefallene Fraktion, 
die trocken 9 g wog, wurde in der Wirme in 20 Raumteilen 
(180 ccm) Chloroform—Methylalkohol (2:1) gelést, der nach 1 Stunde 
bei — 15° gebildete Niederschlag abgesaugt und in derselben 
Weise aus 150 ccm Chloroform—Methylalkohol (2: 1) umkrystallisiert. 
Das derart erhaltene Produkt wurde schlieBlich in 200 cem Chloro- 
form—Methylalkohol (1:1) in der Wirme gelést und der bei Kiihlung 
auf + 20° gebildete Niederschlag abgenutscht und gewaschen, 
Der Schwefelgehalt der resultierenden Substanz entsprach an- 
genihert dem fiir Cerebrosidschwefelsiiuren berechneten. — In 
Tab. If ist die analytische Verfolgung der Fraktionierung in ihren 
Hauptziigen wiedergegeben. Versuche, weitere Mengen des Schwefel- 
lipoids aus den verschiedenen Mutterlaugen zu gewinnen, waren 
ohne Erfolg. 





*) Bei dieser und anderen Arbeiten mit Lipoiden habe ich mit Vorteil 
einen Electrolux-Tropenschrank beniitzt, in dem bei einer AuBentemperatur 
von +5 bis + 15° eine Schranktemperatur von — 10 bis — 15° eingehalten 
werden konnte. 
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Tabelle II. 


Schwefel- ‘Galak Angenih. Gehalt an 














> c Pecidiey : 
Fraktionen share”) Phosphor Mon ree efellipoid ber. 
as a € als Cerebronschwe- 
/0 lo /o felsiiure in °/, 
Ausgangsmaterial 
(Protagon) 260 g 1,46 1,10 12,5 15 
2, Pyridinbehandlung; 2,65(A) | 2,40(A) 3,9 (A) ‘i 
unléslicher Teil 92 g 2,85 (B) | 2,29 (B) 3,9 (B) . 
2. Essigsiiurebehandl.; | 7,60(A) | 0,18 (A) ‘s 
unléslicher Teil 13 g 7,88 (B) | 0,18 (B) 7 
1. Chloroform—Methyl- 
alkohol-Behandlung. 
Fillung bei —-15°. 9g | 8,54 0,12 86 
4, Chloroform—Methyl- 
alkohol-Behandlung. 
Fiallung bei +20°. 3,1g | 9,89 0,02 17,2 100 














*) Nach der Benzidinmethode erhaltene, nicht korrigierte Werte. 


Da die Ausbeute an Schwefellipoid nur 3,1 g betrug, muBte 
ich auf die Priifung der Einheitlichkeit der Substanz durch weitere 
Fraktionierungsversuche mit verschiedenen Liésungsmitteln ver- 
zichten und unmittelbar zur genaueren Analyse iibergehen. 


Die hydrolytischen Spaltprodukte.”) 
1. Fettsiurefraktion. 


1,602 ¢ Substanz wurde auf dem siedenden Wasserbad 7 Stun- 
den mit 70 cem 10°/, iger Schwefelsiiture (Gewichtsprozent) unter 
RiicktluB erwirmt. Nach halbstiindigem Stehen bei 0° wurden 
die reichlich ausfallenden Fettsiureester abgesaugt und mit 50 ccm 
eiskaltem Methylalkohol gewaschen. Diese Fettsiurefraktion (I), 
von der ein Teil durch MiBgeschick verloren ging, wog (schitzungs- 
weise) etwa 0,5 ¢. Die Filtrate wurden vereinigt, mit 50 ccm 
Wasser versetzt und zweimal mit 50 ccm Petroleumiither aus- 
geschiittelt. Nach Zufiigen von weiteren 50 ccm Wasser wurde 
nochmals mit 50ccm Petroleumither ausgeschiittelt und die Schichte 
durch Zentrifugieren abgeschieden. Die vereinigten Petroleum- 
iitherausziige wurden mit 50 ccm Wasser gewaschen und die Wasch- 
fliissigkeit mit dem wifSrig-methylalkoholischen Teil vereinigt. 


*) Die Aufarbeitung der hydrolytischen Spaltprodukte erfolgte haupt- 
sichlich nach dem Verfahren yon Frinkel und Klenk (vgl. Thierfelder- 
Klenk"), §. 19 und 38). 














99 Gunnar Blix, 
Der Petroleumather wurde mit Na,SO, getrocknet und abgedamptt. 
Der Riickstand wog 0,131 g (Fettsiurefraktion I). 

Die Fettsiurefraktion I wurde in 100 ccm Ather gelést und 
mit 10 ccm n/2-alkoholischer NaOH versetzt. Die Fallung wurde 
in Ather suspendiert und gut mit Ather gewaschen. Nach Schiitteln 
mit verdiinnter’ Schwefelsiture und Ather, Trocknen des letzteren 
mit Na,SO, und Abdestillieren wurde 0,25 g Substanz erhalten, 
die nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol scharf bei 
101° schmolz. Die Cerebronsiure schmilzt nach Thierfelder- 
Klenck#4) bei 100—101°. 


0,0669 g Subst. verbrauchten 4,28 cem 0,0404 n-NaOH. 
Ber. fiir C,,H,,05 


(Cerebronsiure) 74,92 12,59 384 
C H Mol.-Gew. 
74,36 12.37 durch Titration 
Gef. 308 74,72 128] 12,41 387 
14,75 12,56 


Die Fettséure der Fraktion I besteht also sicher aus Cere- 
bronsaure. 

Die atherischen Filtrate von der Fallung mit n/2-NaOH, 
welche die ,,Lignocerinséurefraktion“ enthielten, wurden mit ver- 
diinnter Schwefelsiure und Wasser ausgeschiittelt und der Ather 
dann abdestilliert. Der Riickstand wurde mit n/2-methylalko- 
holischer NaOH verseift und die Fettsiuren in Ather aufgenommen. 
Die nach Waschen, Trocknen und Abdestillieren des Athers er- 
haltene Substanz schmolz bei 94—95°. Bei Fraktionieren mit 
Mg-Acetat fiel praktisch die ganze Fettsiiuremenge in warmem 
Alkohol aus. Die daraus isolierte Siiure schmolz immer noch bei 
95°. Es lag also wahrscheinlich auch hier Cerebronsiure vor. 

Gewisse Verfasser geben als Schmelzpunkt der Cerebronsiiure 90—95° 
an; ob dies, was am niachsten liegt, auf Verunreinigungen oder auf andere 
Ursachen zuriickzufiihren ist, scheint nicht véllig Klar zu sein; vgl. dazu 
Thierfelder-Klenk, S, 29—831. 

Die Fettsiurefraktion IT (,,Fraktion der ungesittigten Saiuren“) 
wurde mit n/2-alkoholischer NaOH verseift und die Fettsiure in 
iiblicher Weise isoliert. Nach 1lmaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol schmolz die Substanz bei 94—95°. 

C,,H,,0; Ber. C 74,92 H 12,59 Gef. C 74,90 H 12,43. 

Anscheinend lag also auch hier Cerebronsiure vor. 

In einem zweiten Hydrolyseversuch, der hauptsichlich aus- 
gefiihrt wurde, um einen sicheren quantitativen Wert fiir den 
Fettsiureanteil des Sulphatids zu erhalten, wurde 0,1771 g des- 
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selben in entsprechender Weise hydrolysiert. Hier wurde jedoch 
die gesamte Fettsiiuremenge (also sowohl die direkt ausgefallene 
als auch die mit Petroleumither ausgeschiittelte) auf einmal mit 
n/2-alkoholischer NaOH verseift und in iiblicher Weise isoliert. 
Die gesamte Fettsiurefraktion wog 0,0705 g (= 39,8°/,). Schmelz- 
punkt unmittelbar 93—94°, nach 1maligem Umkcystallisieren aus 
Methylalkohol 97—98°. 

C.4H,s0s Ber. C 74,92 H 12,59 Gef. C 74,86 H 12,19. 

In Anbetracht der wesentlich niedrigeren Schmelzpunkte und 
des héheren C-Gehalts der iibrigen in den Gehirnlipoiden vor- 
kommenden C,,-Siuren (mit Ausnahme der Oxynervonsiure hin- 
sichtlich des C-Gehalts) kann das Schwefellipoid offenbar auBer 
Cerebronsiure héchstens unbedeutende Mengen anderer Siiuren 
enthalten. 

2. Sphingosin. 

Im ersten Hydrolyseversuch wurde die wiabrig-alkoholische 
Schicht mit dem doppelten Volumen Wasser versetzt, auf etwa 
1/, ihres Volumens auf dem Wasserbad eingeengt und mit NaOH 
auf sehr schwach lackmussaure Reaktion neutralisiert. Dabei schied 
sich eine flockige Fallung aus. Die Fliissigkeit mit der Fallung 
wurde in einen Scheidetrichter gebracht und mit Ather geschiittelt, 
Dabei sammelte sich die Fallung unten in der Atherschicht an. 
Die Phasengrenze war scharf und die klare Wasserschicht lieB 
sich daher genau abtrennen. Die dtherische Schicht wurde dann 
mit verdiinntem Alkali geschiittelt, wobei sich die Fiallung léste. 
Die Lésung wurde mit Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet 
und der Ather abdestilliert. Der Riickstand wog 0,4758 g. Zwecks 
weiterer Identifizierung des Sphingosins wurde ein Teil der Substanz 
in absolutem Alkohol gelést und mit einer verdiinnten Liésung von 
Schwefelsiure in absolutem Alkohol bis zum Verschwinden der 
(lackmus-) alkalischen Reaktion versetzt. Das ausgeschiedene 
Sphingosinsulfat wurde mit Alkohol und Ather gewaschen, in 
verdiinntem Alkali suspendiert und mit Ather ausgeschiittelt. Nach 
Waschen des Athers mit Wasser, Trocknen und Abdestillieren 
gab die im Hochvakuum bei 40° getrocknete Substanz folgende 
Analysenwerte: 


C,,H,;NO, Ber. C7217 H 1246 N 4,68 
Gef. ,, 72,30 ,, 1222 , 4,5. 


Methylsphingosin lieB sich in der Sphingosinfraktion nicht 
nachweisen. 
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Bei dem zweiten Hydrolyseversuch wurde nach Abjagen des 
Alkohols aus der waBrig-alkoholischen Schicht mit Alkali iiber- 
neutralisiert und das Sphingosin direkt in Ather aufgenommen, 
Der Atherriickstand wog 0,0558 g (= 31,5°/,). 


3. Galaktose. 

Die durch Ausschiittlung mit Ather von Sphingosin befreite 
Flissigkeit wurde mit Wasser auf 100 ccm aufgefillt. In 2 ccm- 
Proben dieser Lésung wurde nach 4stiindiger Hydrolyse (nach 
welcher Zeit maximale Reduktionswerte erhalten wurden) mit 
2°/,iger Schwefelsiure Zucker nach Bertrand-Greiner bestimnt. 
Als Mittel aus 5 Bestimmungen wurde dabei ein Galaktosewert 
gefunden, dem ein Gehalt des Schwefellipoids von 17,2°/, Galaktose 
entspricht. Dieser Wert ist selbstverstiindlich als ein Minimum- 
wert zu betrachten. 

Die Hauptmenge des Zuckers wurde in das Methylphenyl- 
hydrazon iibergefiihrt. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
30°/,igem Alkohol schmolz die Substanz bei 186—187% (Der 
Schmelzpunkt des Methylphenylhydrazons der Galaktose wird 
zu 190—191° angegeben, die iibrigen bekannten Methylphenyl- 
hydrazone von Zuckern haben bedeutend niedrigere Schmelzpunkte.) 


Als Spaltprodukte des Schwefellipoids wurden also auber 
Schwefelsiiure 1. Cerebronsiure, 2. Sphingosin, 3. Galaktose 
nachgewiesen, das sind simtliche Spaltstiicke des Cerebrons. 
— Bei weiteren Analysen wurde gefunden, daB die Substanz auBer- 
dem Kalium enthilt. 

Die quantitativen Ergebnisse fiir Fettsiiure, Sphingosin und 
Galaktose bei den Hydrolyseversuchen, sowie die Resultate der 
Schwefel- und Kaliumbestimmungen sind in Tab. III zusammen- 
gestellt. Mit dem héchsten der beiden fiir Sphingosin erhaltenen 
Werte betriigt die Summe der Spaltprodukte 103°/, der Ausgangs- 
menge. Insbesondere in Anbetracht des Umstands, daB der Galaktose- 
wert als Minimumwert zu betrachten ist, zeigt der gefundene 
Summenwert, daB das Schwefellipoid héchstwahrscheinlich auBer 
den oben nachgewiesenen keine anderen integrierenden Bestand- 
teile enthalten kann. 

Nach den angefiihrten Analysenwerten ist es also offenbar, dab 
das Schwefellipoid eine Verbindung zwischen den Spaltstiicken des 
Cerebrons und Schwefelsiure ist und somit héchstwahrscheinlich 
eine Cerebronschwefelsiure darstellt. — Hiermit stimmen auch 
die Ergebnisse der Elementaranalyse gut iiberein. 
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C,,Hy,NSO,,.K (Cerebronschwefelsaures K) 


Ber. C 60,90 
Gef. ,, 61,01, 60,98 


H 9,80 


» 9,92, 9,87 


N 1,48 


C,,H,,NSO,, (Cerebronschwefelsiure) 


Ber. C 63,45 


H 10,32 WN 1,54 


Tabelle III. 


> a9) 
5, 1,48, 1,52 


S 3,39 
,, 3,43, 3,46 


S 3,93 P 0 
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P 0 
, 0,02 

















Hydrolyseversuch | por. fiir cerebron- 
I l II schwefelsaures 
' @ Kalium in °, 
eS Ce ee ee Lee 
Fettsiiure ;, ; " 
aii 7a 4 9,8 , 
(Cerebronsiure) | “'¥@ ” 39,8 oe; 
Sphingosin 29,7 31,5 31,6 
Galaktose 17,2 — 19,0 
Schwefelsiure 10,5*) 10,4 
Kalium 3,6—3,7**) 4,1 


Der etwas niedrige Wert fiir Kalium und der etwas hohe fiir 
Schwefel kénnten darauf hindeuten, daB ein Teil der Substanz 
als freie Cerebronschwefelsiure vorlag. Allerdings verbrauchte 
0,1 g Substanz, gelést in warmem Alkohol, mit Phenophthalein als 
Indikator kein Alkali. Der exakte Beweis dafiir, da& Kalium 
salzartig an das Schwefellipoid gebunden war, konnte wegen 
Materialmangel nicht gefiihrt werden; da es sich wirklich so 
verhilt ist aber nach den obigen analytischen Befunden kaum zu 
bezweifeln. Die Substanz war, wie ersichtlich, nicht vollstindig 
phosphorfrei. Der gefundene P-Wert entspricht einem Phosphatid- 
gehalt von etwa 0,5°/,. — Die Stellung der Schwefelsiure im 
Molekiil konnte wegen Materialmangel nicht untersucht werden. 
A priori scheint die Bindung an die primare Alkoholgruppe des 
Zuckers am wahrscheinlichsten zu sein. Demzufolge miiBte man 
also der Substanz nachstehende Struktur zuerteilen (Cerebron- 
formulierung nach Klenk). 


*) Dieser Wert ist aus dem Mittelwert der oben mitgeteilten Carius- 
bestimmungen berechnet. 

**) Diese Werte wurden folgendermafen erhalten, Zwei Mikrobestim- 
mungen von Alkali-Erdalkali als Sulfat gaben die Werte 8,21 bzw. 7,67°/). 
Die spektrographische Untersuchung der auf nassem Wege erhaltenen 
Aschenlésung der Substanz, die spiter von Herrn Professor H. Lundegird, 
Experimentalfiltet, Stockholm, entgegenkommender Weise ausgefiihrt wurde, 
ergab, da8 Kalium in der Asche bei weitem iiberwog. Daneben waren nur 
Spuren von Na, Ca und Cu vorhanden. 
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Die Cerebronschwefelsiure, die bei dieser Untersuchung 
erhalten wurde, stellt eine schneeweibe Substanz dar, die sich 






































aus Alkohol oder Kis- Cerebronsiiure | CH,-(CH,),,-CHOH-CO 
essig in Spharokrystal- | | 
len ausscheidet. Sie ist sae dian -- Secionttagaiaamataai wale hes . 
unléslich in Aceton a O 

und Ather, sehr schwer ” ( 

léslich auch in sieden- )) 

dem Athyl- und Me- Galaktose oK (CHOH), 
thylalkohol, ziemlich the 

leicht léslich in war- | 

mem, schwer léslich CH,—0, | 
in kaltem Chloroform. KO” ms 


Schmelzp. 209—210°. 


Es fragt sich nun, ob die Cerebronschwefelsiure das einzige 
schwefelhaltige Lipoid des Gehirns ist. Ks ist nicht unwahrschein- 
lich, daB auch die iibrigen Cerebroside zum Teil in mit Schwefel- 
Siure veresterter Form vorkommen und das sich die Cerebron- 
schwefelsiure als die schwerléslichste am leichtesten isolieren abt. 
DaB der Gesamtschwefel der Protagonfraktion als durch Hydro- 
lyse abspaltbare Schwefelsiure vorliegt, ergibt sich aus Parallel- 
bestimmungen nach Carius und nach der in dieser Untersuchung 
angewandten Benzidinmethode. Ergebnisse meiner Untersuchung 
kénnen jedoch nicht die Méglichkeit ausschlieBen, daf ein Teil 
der Protagonschwefelsiure in Veresterung mit anderen Bestand- 
teilen des Protagons als mit Cerebrosiden vorliegt; allerdings ist 
dabei zu bedenken, daB in Verlauf der Fraktionierung keine daraut 
hindeutende Beobachtungen gemacht wurden. 

Man kann weiter fragen, ob die Annahme, daf Cerebrosid- 
schwefelsiiure die einzigen Schwefellipoide des Protagons sind, mit 
den Ergebnissen friiherer Untersuchungen vereinbar ist. DaB dies 
mit den diesbeziiglichen Beobachtungen von Koch und von Levene 
der Fall ist, leuchtet ohne weiteres ein. Die ,,Hirnsiiuren“ Frinkels 
sind hingegen angeblich zuckerfrei. Um die Richtigkeit dieser An- 
gabe zu priifen, habe ich eine kleine Menge von ,,Hirnsiure* 
nach den Vorschriften von Frinkel und Gilbert dargestellt. 
Das Hydrolysat derselben reduzierte alkalische Kupferlésung stark. 
Ferner zeigte sich, daB der P-Gehalt des Produkts durch 1 maliges 
Umkrystallisieren aus Hisessig auf die Hialfte des urspriinglichen | 
sank. Dies spricht fir die Annahme, daB erstens die ,,Hirnsiure“ 
Cerebroside enthalt und daB zweitens die P-haltige Komponente 
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derselben mit dem Rest der Substanz nicht in fester Bindung 
steht. Auch die schwefelhaltige Komponente der _,,Hirnsiure“ 
kann also sehr wohl eine Cerebrosidschwefelsaure sein. 

Um Anhaltspunkte dafiir zu erhalten, ein wie groBer Anteil 
der Gehirncerebroside mit Schwefelsiiure verestert ist, habe ich in 
Protagonpriparaten von sieben verschiedenen Menschengehirnen 
sowohl die Menge der durch Hydrolyse abspaltbaren Schwefelsiure 
als auch den Galaktosegehalt*) bestimmt. Unter der Voraussetzung, 
daB sich die derart erhaltenen Schwefelsiurewerte ausschlieBlich 
auf Cerebrosidschwefelsiuren beziehen, zeigten diese Analysen, 
daB 4/, bis 7/, der Cerebroside mit Schwefelsiure verestert sind.**) 
Der aus den Schwefelanalysen berechnete durchschnittliche Gehalt 
des Protagons an Cerebrosidschwefelsiure betrug etwa 15°/). 

AbschlieBend sei darauf hingewiesen, daB die in der vor- 
liegenden Arbeit gemachten Beobachtungen erneutes Interesse fiir 
die alten Lipoid-S-Bestimmungen von Koch erwecken kénnen. 
Schon 1907 berichtete Koch?) tiber das Vorkommen von Lipoid-S 
in verschiedenen Organen (Submaxillaris, Leber, Hoden, Muskel); 
spiiter '*) hat er die Verteilung des Lipoid-S in einzelnen Gehirn- 
teilen unter verschiedenen Verhiltnissen studiert. Diese Studien 
Kochs itiber Lipoid-S kénnen u. a. auf weite Verbreitung von 
Cerebrosidschwefelsiiuren im Organismus hindeuten. Dafiir spricht 
auch Levenes Darstellung eines Schwetellipoids aus der Niere 
und Sammartinos?’) Feststellung ,einer sehr reichlichen Menge 
von Cerebrosiden und Phosphorsulphatiden“ in der Lunge. Viel- 
leicht ist der schwefelhaltige Bestandteil des sogenannten ,,J ecorins“ 
von Leber, Milz, Muskel?*) und Nebenniere!*) und des ,,Ovins“ 
von Kidotter*°) Cerebrosidschwefelsiure. 





*) Bei der Galaktosebestimmung wurde etwa 0,03 g Protagon mit 5 ccm 
verdiinnter H,SO, (5 cem konzentrierte Siiure mit Wasser auf 100 ccm ver- 
diinnt) 5 Stunden in einem kleinen Glaskélbchen mit eingeschliffenem Pfropfen 
und Metallklemme im siedenden Wasserbad unter dfterem Umschiitteln er- 
wirmt, Filtrieren durch ein kleines Filter, Nachwaschen mit 3ccm Wasser, 
Neutralisieren mit 30°/,iger NaOH und Auffiillen auf 10 cem. Zucker- 
bestimmung nach Bertrand-Greiner. An reinen Cerebrosiden gab dieses 
Verfahren etwa 10°/, niedrigere Werte als berechnet, also etwa derselbe 
Verlust wie bei dem meistens angewandten Verfahren von Thierfelder. 

**) Dabei sind die bei der Protagondarstellung mit dem kalten Ather 
méglicherweise extrahierten Cerebroside nicht beriicksichtigt. Sie kénnen 
jedenfalls nur einen geringeren Teil der Gesamtcerebroside ausmachen, 
Durch Schwefelanalyse der Atherriickstinde habe ich festgestellt, daB die 
in kaltem Ather léslichen Lipoidstoffe des Gehirns nur Spuren von Schwefel- 
lipoiden enthalten. 
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Zusammenfassung. 


Aus Menschengehirn konnte ein schwefelhaltiges Lipoid iso- 
liert werden, dessen hydrolytische Spaltprodukte auBer Schwefel- 
siiure die Spaltstiicke des Cerebrons sind, nimlich Cerebronsiiure, 
Sphingosin und Galaktose. Es handelt sich also sehr wahrschein- 
lich um ein mit Schwefelsiiure verestertes Cerebron, eine Cerebron- 
schwefelsiure. Die isolierte Substanz enthielt auBerdem Kalium 
und die quantitative Zusammensetzung entspricht dem Kaliumsalz 
von Cerebronschwefelsiiure. Unter der Voraussetzung, daf Cere- 
brosidschwefelsiuren die einzigen schwefelhaltigen Lipoidstoffe 
des Gehirns sind, wofiir Wahrscheinlichkeitsgriinde angefiihrt werden, 
kommen etwa }/, bis 1/, der gesamten Gehirncerebroside in mit 
Schwefelsiiure veresterter Form vor. 


Zur Bestreitung der mit dieser Untersuchung verbundenen 
Auslagen stand ein Beitrag aus dem Fonds ,,Therese och Johan 
Anderssons minne“ zur Verfiigung. 
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